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‘ber die Fallung 
von Eiweibstoffen und ihrer Spaltungsprodukte mit Tannin. 


Von 
Harry Lundin und Johan Schriderheim. 
(Aus dem Zentrallaboratorium der A.-G. Stockholmer Brauereien.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Tannin geht mit ganzen Gruppen chemischer Substanzen schwer- 
lésliche Verbindungen ein, die im allgemeinen aus amorphen  <Ad- 
sorptionsverbindungen ohne konstante Zusammensetzung! bestehen, 

Tannin hat oft als Fallungsmittel fiir EiweiBstoffe Verwendung ge- 
funden. Sebelien (1889) verwendete Alméns (1870) Reagens, das aus 4¢ 
Tannin, 8 cem 25°, iger Essigsiure und 190 cem 40- bis 50°,igem Alkohol 
besteht, und fand, daB die eigentlichen EiweiBstoffe (wie Eieralbumin, 
Casein und Lactalbumin) vollsténdig gefallt wurden, Albumose und Peptone 
dagegen unvollsténdig. Auch Schjerning (1900) machte dieselben Beob- 
achtungen. Weiss (1900 bis 1903) und Sérensen (1909) haben Tannin bei 
Untersuchungen iiber proteolytische Enzyme verwendet. Nach Weiss 
fallt Tannin Albumose und Peptone ziemlich vollstandig; vgl. auch Cathcart 
und Leathes (1906) und Hedin (1903). Tunkel (1910) hat die Fallung von 
Gelatine mit Tannin bei schwach saurer Reaktion eingehend studiert. 

Alle obenstehenden und anderen Fallungen mit Tannin sind bei 
neutraler oder schwach saurer Reaktion vorgenommen worden. Man 
hat nicht untersucht, wie die Fallung bei héherer Aziditaét verlauft. 
In unseren unten beschriebenen Versuchen sind wir zu dem Ergebnis 
gekommen, daB es fiir gewisse Zwecke am vorteilhaftesten ist, bei stark 
saurer Reaktion zu fallen. 


A. Die Abhiaingigkeit der Tannineiweiffillung von der Aziditit. 


Je 100 cem von etwa 20°,,iger Stammwiirze wurden mit wechselnden 
Mengen verdiinnter Schwefelsiure, Tanninlésung und Wasser versetzt, 
so daB in jedem Falle ein Totalvolumen von 130 ccm entstand. Tabelle | 
zeigt die Mengen Schwefelséure und Tannin, die verwendet wurden. 
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Die gebildeten Fallungen wurden erst abfiltriert, als die Fliissigkeiten 
Zimmertemperatur angenommen hatten (etwa 20°). Tabelle 1 zeigt, 
da — im Aziditaétsbereich 0 bis 0,20 g Schwefelséure pro 100 ccm - 

die Stickstoffmenge, die ausgefallt wird, stark von der Aziditat und 
Tanninmenge abhangt. Im Aziditatsbereich 0,25 bis 3,0 g Schwefel- 
saure pro 100 ccm erreicht der Reststickstoff! maximale Werte und ist 
fast unabhangig von der Aziditét und Tanninmenge, wenn die letztere 
zwischen 0,5 und 5g pro 100mg Totalstickstoff schwankt. Bei 
noch héherer Aziditaét wird die Fallung umfassender (d.h. der Rest- 
stickstoff wird geringer), besonders wenn die Tanninmenge hoch ist. 
Ahnliche Versuche mit Bier bestatigten diese mit Wiirze erhaltenen 
Resultate. 

Tabelle I 

zeigt die Abhangigkeit des Rest-N von der Aziditat und der Tanninmenge. 
Stammwiirze wurde mit Wasser verdiinnt und mit verschiedenen Mengen 
50 °,iger Schwefelsaure und 40 °Ziger Tanninlésung versetzt. Total-N-Kon- 


zentration = 133 mg pro 100 cem des Endvolumens. Temperatur 20°C. 





test-N in °/9 von Total-N 
g H2SO, pro 
100 cem des 


Tannin pro 100 mg Total-N 
Endvolumens + a 





0,.29¢ | 058g 1l6g 231g 3,47 ¢ 4,62¢ 6,93 ¢ 116g 
0 69,0 65,1 62,7 62,5 63,0 64.0 65,5 68,7 
0,04 — 67,6 64,4 64,0 64,0 65,2 —- - 
0,25 — 73,9 73,5 73,3 73,3 73,6 — _ 
0,77 — 74.6 73,7 73,9 74.2 748 “ — 
2,72 _- 748 741 73,7 73.3 73,7 . — 
8,85 -- 73,9 72.8 70,6 70,3 69,3 — — 


Aus Versuchen, die unten beschrieben werden, ist hervorgegangen, 
daB es angebracht ist, bei Fallungen eine Tanninmenge, die sich auf 
2g pro 100 mg Stickstoff belauft, anzuwenden. Beim Einhalten dieser 
Tanninmenge wurden folgende Fallungsserien ausgefiihrt : In eine Anzahl] 
Kolben wurden zu je 90 ccm Wiirze (80 mg N enthaltend), Wasser, 
wechselnde Mengen 50°%iger Schwefelséure (50 g konzentrierte Saure 
+ Wasser = 100 cem) und 4ccem 40° ,iger Tanninlésung (40 g Tannin 
+ Wasser = 100 ccm) eingefiihrt. Das Totalvolumen belief sich in 
jedem Falle auf 204cem. Aus Abb. 1, Kurve 2 geht hervor, daB 
die Fallung in hohem Grade von der Aziditét bei py-Werten gréBer 
als etwa 1,8 abhangt, insbesondere bei verhaltnismaBig schwach 
saurer Reaktion. In diesem Gebiet (px > 1,8) ist die Fallung desto 
vollstandiger, d. h. der Reststickstoff desto geringer, je weniger sauer 


1 Derjenige Teil des Totalstickstoffs (verkiirzt Total-N), der nicht aus- 
gefallt wird, wird im folgenden Reststickstoff (verkiirzt Rest-N) genannt. 
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die Lésung ist. Um reproduzierbare Werte zu erhalten, mub die Lésung, 
die untersucht wird, bis zu einem bestimmten px-Wert gepuffert werden. 

Bei héherer Aziditaét dagegen, bei py 1,8 bis 0,8, einer Konzen- 
tration von 0,2 bis 1,8g Schwefelsiure pro 100 ccm entsprechend, 
ist die Fallung unabhangig von Anderungen der Aziditat. Innerhalb 














Abb. 1. j 
Die Abhingigkeit der Tannineiweiffallung von der Aziditit. 
Konstante Tanninmenge: 2g pro 100mg Total-N. 
Konstante Konzentration von Total-N: 123mg pro 100cem bei Milch und 40mg bei Wiirze, 
Fleischhydrolysat und Witte-Pepton. 
1 = Fleischhydrolysat A (m&big hydrolysiert) 
= Wiirze 
= Fleischhydrolysat B (schwach hydrolysiert) 
= Witte-Pepton 
5 = Kuhmilch 


Nm So to 


dieser Grenzen fallt ein bestimmter Teil der vorhandenen Stickstoff- 
substanzen aus, unabhangig (auBer von der Aziditét) auch von der 
Tanninmenge. 

Ahnliche Resultate wurden auch mit Fleischhydrolysat und mit 
Witte-Pepton erhalten (s. Tabelle I] und III, sowie Abb. 1, Kurven 1, 
3 und 4). 

Rindfleisch wurde bei einer Temperatur von etwa 35° wahrend 45 bis 
60 Stunden autolysiert und daraufhin 20 bis 40 Stunden mit 3°, iger 
Schwefelséure (1200 ccm 3 °,iger Schwefelséure pro 2600 g Fleisch) gekocht. 
Nach Zentrifugieren, Filtrieren und Verdiinnen mit 10 Teilen Wasser wurde 
der Totalstickstoff nach Lundin und Ellburg (1929) bestimmt. 

Alle Fallungen mit Tannin, die wir in der Literatur beschrieben 
gesehen haben, sind in dem oben beschriebenen Azidititsbereich 


(px > 1,8) ausgefihrt worden. Die Tanninreagenzien von Almén 
1* 
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Tabelle II 
zeigt die Abhangigkeit des Rest-N von der aktuellen und potentiellen Aziditat. 
Fleischhydrolysat wurde mit Wasser verdiinnt und mit verschiedenen 
Mengen n/10 Natronlauge, n/10 Schwefelsiure bzw. 50° ,iger Schwefelsaure 
sowie daraufhin mit 40°, iger Tanninlésung versetzt. Total-N-Konzentration 
40 mg pro 100 cem des Endvolumens. Tanninmenge = 2g pro 100 mg 
Total-N. Temperatur 20°C. 





y H,SO ro 100 ce des test-N in ® 
ome tices Pu ane Total-N 
0,02 3,7 72.4 
0,04 3,2 75,2 
A. Fleischhydrolysat, ver a0 <e 
<r aaa 0,27 1,7 80.6 
es: 0,50 1,4 80.5 
1,0 1,2 81.0 
2.0 0,9 80.4 
g NaOH {0,08 6. 84.7 
pro 100 eem 10,02 5.8 52.1 
0 4,7 54,2 
0,02 3,9 60,3 
0,03 3,5 63,4 
B. Fleischhydrolysat, 0,05 2,9 69,1 
»schwach hydro- 0,07 2.5 72,9 
lysiert* 0.17 1,8 79.0 
0,27 1.6 79.0 
0,52 1,3 75,1 
Y 1,0 1,05 74,4 
1.8 0,83 74,1 
2.5 0,68 73,6 





Tabelle III 
zeigt die Abhangigkeit des Rest-N von der Aziditaét. Eine Lésung von W itte- 
Pepton in 1°,iger Schwefelsiure wurde mit Wasser verdiinnt und mit 
verschiedenen Mengen n/10 Natronlauge, n/10 Schwefelséure bzw. 50° ,iger 
Schwefelsaéure sowie daraufhin mit 40 °,iger Tanninlésung versetzt. Total-N 
Konzentration = 40mg pro 100cem des Endvolumens. Tanninmenge 
= 2g pro 100mg Total-N. Temperatur 20°C. 





g H,SO, pro 100 cem Rest-N in °/) von 
des Endvyolumens Total-N 
ry Nad ¢ oe 
pro ot acm) 0,02 = 
0,02 48.3 
0,05 56,3 
0.08 60.9 
0,15 61,7 
0,25 61,7 
0,5 60.8 
1,0 60.2 
1,75 59.8 
3,0 57,4 


5,0 54,7 
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(1870) und Hedin (1903, 1905, 1917) haben z. B. beide ein py von 
etwa 4. Wir haben dieselbe Wiirze teils bei pu etwa 4 nach Almén 
und Hedin, teils bei px 1,0 gefallt. 


Fadllung nach Almén. 100 cem Wiirze, 82,6 mg Stickstoff enthaltend, 
wurden mit 0,29 cem Ejisessig, 14,6 cem absolutem Alkohol und Wasser bis 
zu einem Totalvolumen von 200 ccm versetzt. Danach wurden 4 ccm 

0° iger Tanninl6sung zugesetzt und filtriert. Das Filtrat hatte ein px von 
4.0 und enthielt 73,6°,, des Total-N. 

Fdllung nach Hedin. 100 cem derselben Wiirze wurden mit 5,1 cem 
Hisessig, 5,1 g Natriumacetat und Wasser bis zu einem Totalvolumen von 
200 cem versetzt.  Daraufhin wurde mit 4cem 40°,iger Tanninlésung 
gefallt. Das Filtrat enthielt 73,8°, des Total-N und hatte ein px von 4,2. 

Fadllung bei px 1. 100 cem derselben Wiirze wurden mit 4,1 cem 50° ,iger 
Schwefelséure und Wasser bis zu einem Totalvolumen von 200 ccm versetzt. 
Daraufhin wurde mit 4cem 40°, iger Tanninlésung gefallt. Das Filtrat 
enthielt 77,8°, des Total-N und hatte ein pr von 1,05. 





Rest-N 
Pu ( 
Fallung nach Almén. . . . . 4,0 73.6 
‘ Ces 6 4 6 % 4.2 73,8 
” bei Pu ee gee ES lg 1,05 77.8 


Die Reststickstoffwerte nach Almén und Hedin sind daher gleich, aber 
bedeutend kleiner als der Wert, der bei der Fallung bei px i erhalten wurde. 

Bei vegetabiler Gerbung von Hauten verliuft der {GerbprozeB 
bei po 2,5 bis 5,5 und bei Chromgerbung bei px 2,5 bis 4,0 (Gern- 
gross, 1928). 

Will man mit Hilfe von Tannin die stickstoffhaltigen Substanzen 
in verschiedenen biologischen Fliissigkeiten fraktionieren, so soll man 
innerhalb eines Aziditaitsbereiches arbeiten, in dem die Fallung 
unabhangig von Verainderungen der Aziditét ist, also innerhalb des 
pu-Bereichs etwa 1,8 bis 0,8. Inallen untenstehenden Versuchen haben 
wir deshalb in Gegenwart von 1°, (manchmal 2°,) Schwefelsaure, 
d.h. bei py etwa 1, gefallt. 

Es ist notwendig, daB Schwefelsiure und nicht irgendeine andere 
Saéure verwendet wird, um die gewiinschte Aziditat zu erzeugen. Wird 
Salzsaure verwendet, so erhalt man, unter im tibrigen gleichen Um- 
standen (gleichen pa), im allgemeinen eine bedeutend geringere Fallung. 
Phosphorsaure verursacht eine noch schwachere Fallung. Die Gegenwart 
gréBerer Mengen Essigsdéure hat eine stark lésende Wirkung auf Tannin- 
eiweibfaillungen (vgl. Bungenberg de Jong, 1923—1929). 


Abb. 2 illustriert einige Versuche, bei welchen dieselbe Wiurze 
mit Tannin in Gegenwart von a) Schwefelsdure, b) Salzsdure, c) Phosphor- 
siure verschiedener Konzentrationen gefallt wurde. Die Konzentration 








6 H. Lundin u. J. Schréderheim: 


des Stickstoffs war bei den Fallungen immer 40 mg pro 100 ccm. Pro 
100 mg Stickstoff wurden 2g Tannin verwendet. Die Temperatur 
war 20". Die Abszisse der Kurven geben die Wasserstoffionenkonzen- 
trationen, die bei den Fallungen herrschten. an (nach elektrometrischen 
Messungen in den Filtraten). Wir sehen, daB die Anionen der verschie- 
denen Sauren verschiedene Wirkungen haben. Nur bei Schwefelséure 
finden wir ein groBes Aziditaétsgebiet, innerhalb dessen der Reststick- 
stoff (in Prozenten des Totalstickstoffs) konstant und von der Wasser- 
stoffionenkonzentration unabhangig ist. Schwefelsiure eignet sich also 
fiir unseren Zweck besser als andere Sauren. 











“U4 vo og G 
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Abb. 2, 


Bungehberg de Jong und Dekker (1929) haben die Ausflockung und 


,.Entmischung“, die im System Gummi arabicum + Gelatine im px-Bereich 
4,82 bis 1,23 eintritt, untersucht. Die Verfasser haben gefunden, dab 


Sulfate eine bedeutend gréBere Faéhigkeit als Chloride haben, die ,,Ent- 
mischtung** in diesem System zu hindern (wahrend Rohrzucker, der kein 
Elektrolyt ist, keine Wirkung hat). Thomas und Kelly (s. Wilson 1929, 
S. 526—528) haben gezeigt, daB die Reaktion der Gerbstoffe mit Kollagen 
nicht nur eine Funktion des pxa-Wertes der Gerblésung, sondern auch eine 
Funktion der Dissoziationskonstanten und der Anionen derjenigen Séure 
ist, die angewendet wird, um die Aziditét zu erhéhen. Je schwacher diese 
Saure ist, desto mehr férdert sie die Fixierung des Gerbstoffs |vgl. auch 
Geill (1929)|. Teorell (1930) fand, daB Alkohol in Gegenwart von Acetat die 
Hitzegerinnung von Eiweif hindert. 

Bei Fallung von Blut und Milch (‘Total-N-Konzentration bei der 
Fallung = 120 mg pro 100ccm; Tanninmenge = 2 g pro 100 mg Total-N) 
stellte es sich heraus, daB die TannineiweiBfaillung fast nicht von der 
Aziditét abhaingig war (s. Abb. 1, Kurve 5). Dieses Resultat war zu 
erwarten, da die N-haltigen Substanzen in Blut und Milch fast aus- 
schlieBlich aus hochmolekularen, leicht ausfallbaren Eiwei®stoffen 


bestehen. 
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B. Die Abhingigkeit der Tannineiweiffillung von der Tanninmenge und von 
der Stickstoffkonzentration. 

Beim Versuch in Tabelle 1 wurden je 100 ccm einer Stammwiirze 
mit den in der Tabelle angegebenen Mengen Schwefelsiure und 
Tanninlésung sowie Wasser bis zu einem Totalvolumen von 130 cem 
versetzt. Die Tabellenwerte zeigen, daB der Reststickstoff (in Prozenten 
des Totalstickstoffs) bei entsprechender Aziditat — etwa 1 g Schwefel- 
siure pro 100 ccm praktisch konstant ist, wenn die Tanninmenge 
innerhalb der Grenzen 0,6g und 5mg pro 100mg Totalstickstoff 
schwankt. Der Reststickstoff schwankt innerhalb dieses Gebietes 
zwischen 73,7 und 74,8°,, des Totalstickstoffs, d. h. innerhalb der Fehler- 
grenzen der Bestimmungsmethode. 


Tabelle 1V und Abb. 3 (Kurven 3, 6, 8 und 9) zeigen Versuche 
mit a) Blut, b) Milch, c) Bier und d) Griinmalzextrakt!. Diese Fliissig- 


Tabelle IV 


zeigt die Abhangigkeit des Rest-N von der Tanninmenge. Milch, Blut, Bier 
und Griinmalzextrakt wurden mit Wasser verdiinnt und mit 50°, iger 
Schwefelséure sowie wechselnden Mengen 40°,iger Tanninlésung versetzt. 
H,SO,-Konzentration = 1,0 g pro 100 cem des Endvolumens. Total-N-Kon- 
zentration = 40mg pro 100 cem des Endvolumens bei Milch, Bier und 
Griinmalzextrakt, waihrend bei Blut 300mg. Temperatur 20°C, 





“ 


a b e j d , 
Blut Milech Bier Griinmalzextrakt 
Z Tannin rs ; f Tannin , Tannin . 5 Tannin 
prolo0mg . Rest-N pro 100mg Rest-N proloo0mg . Rest-N pro 100 mg Rest-N 
Total-N in & 4 von Total-N in %/5 von Total-) in ° 9 von Total-N in °/9 von 
ee ee | pecan | ener | etalk 
g g g g 
0,12 79.8 0,05 22.6 1,0 80,1 1.0 707 
0,26 4.6 0,10 20,6 2.0 794 2,0 70.3 
0,32 1,2 0.19 16,6 3.0 79.0 3.0 706 
0,39 1,1 0,33 13,0 5,0 78,8 5,0 69,7 
0,45 1,0 0,48 11,3 19,0 78,1 7,0 69.9 
0,97 10 1,0 5,5 15,0 785 10,0 69,7 
1,76 09 1,4 5.2 20,0 80.3 15.0 707 
1.9 5,2 
2.4 6.2 
29 51 
3.4 5.1 
3,8 5.0 


' Griinmalzextrakt wurde auf folgende Art hergestellt: Je 7! 
malz (wahrend 7 Tagen gemalztes Pilsnermalz) wurden mit 300 g Wasser 
wahrend 4 Stunden bei 47° im Maischbad extrahiert (unter Umriihren und 
Toluolzusatz); nach Abkithlung wurde mit Wasser bis zu einem Totalgewicht 
von 525g aufgefiillt und filtriert. Der Stickstoffgehalt des Filtrats belief 
sich auf 59,4mg pro 100 ccm. 


»g Grun 
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keiten wurden mit verschiedenen Mengen Wasser verdiinnt, worauf 
50°,ige Schwefelsiure und wechselnde Mengen 40°, iger Tanninlésung 
zugesetzt wurden. Die Konzentration der Schwefelsiure war immer 
1 g pro 100 ccm des endgiiltigen Volumens; die Konzentration des Total- 
stickstoffs war in Milch, Bier und Griinmalzextrakt 40 mg und in Blut 
100 bzw. 300 mg Stickstoff pro 100 ccm. 


= 
“ge , 
Abb. 3. 
88 
Die Abhangigkeit der Tannineiweil- 
80 fillung von der Tanninmenge. 





Konstante Aziditét: 1g Schwefelsiure 
pro 100 cem. 

Konstante Konzentration von Total-N: 
300mg pro 100 cem bei Blut und 
40mg bei Wiirze, Bier, Fleisch- 
hydrolysat,’ Witte-Pepton und Milch. 








is 1 = Fleischhydrolysat A (stark hydro- 
lysiert) 
= Fleischhydrolysat B (miabig hydro- 
lysiert) 
= Bier 
= Stammwiirze (siehe Tabelle I) 
ad = Fleischhydrolysat © (sechwach hy- 
} drolysiert) 
6 1 6 = Griinmalzextrakt 
\ 7 = Witte-Pepton 
| ~ 8 8 = Kuhmileh 


g 9 = Blut 


9 


om co 


x 








Aus der Tabelle geht hervor, dab der Reststickstoff der Milch 
konstant ist, sobald die Tanninmenge | g pro 100 mg Total-N iibersteigt. 
Bei Blut ist die entsprechende Ziffer etwa 0,4 g (siehe Abb. 3, Kurven 8 
und 9). 


Versuche mit Blut bei den Konzentrationen 40, 100 und 300 mg 
Stickstoff pro 100 ccm (Tanninmenge 2g pro 100 mg Total-N) gaben 
dieselben Resultate (s. Abb. 4, Kurve 7). Wird also eine Tannin- 
menge, die fiir vollstandige Ausfallung ausreicht, verwendet, so ist 
der Rest-N in Prozent des Total-N unabhangig von der bei der 
Fallung herrschenden Konzentration des Total-N. Die Tannin- 
eiweiBverbindungen im Blut sind daher unléslich. Dies gilt auch 
fiir Wiirze und Bier (s. Tabelle V, unten), dagegen nicht fiir gewisse 
Fleischhydrolysate. 


Aus Tabelle IV, c undd, sowie Abb. 3, Kurven 3 und 6, geht hervor, 
daB der Rest-N in Bier und Griinmalzextrakt innerhalb so weiter 
Grenzen, wie 1 und 20g Tannin pro 100 mg Stickstoff konstant ist. 
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Tabe lle V 


zeigt die Unabhangigkeit des Rest-N von der Total-N-Konzentration und 

der Tanninmenge. Wirze wurde mit Wasser verdiinnt und mit 50°, iger 

Schwefelséure und verschiedenen Mengen 40°,iger Tanninlésung versetzt. 

H,S O,-Konzentration 18g pro 100cem des Endvolumens. Tem- 
peratur 20°C, 





Total-N Tannin pro 100 mg 





pro 100 ecm des Total-N Rest-N in °'5 von 
Endvolumens Total-N 
g 
‘ 1,8 73.9). 
142 93 73.4 Serie l 
1,8 73.3 
x 23 73.1 , , 
85 29 79's | Serie 2 
39 72,7 
1,8 72.6 
57 2.3 72.5 | Samia 2 
A. Ungehopfte A 4.4 71,5 | —? 
Vorderwiirze 5,9 71,5 
1.8 734 | 
‘ 2.3 72.5 
48 5.9 71 | Serie 4 
7,8 71,6 
1.8 73,2 | 
‘ 2.3 72.9 - 
34 73 71.2) Serie 5 
9,7 71,9 
. 40,2 2,0 81,2 | 
B. Gehoptte —{ 10.3 210 S11 | 
— | 10,3 7,8 79.4 | 


Der Versuch mit Wiirze in Tabelle V (s. auch Abb. 4, Kurve 4) 
zeigt die Unabhangigkeit der Tannineiweibfallung von der Konzen- 
tration des Totalstickstoffs; die naheren Einzelheiten des Versuchs 
gehen aus der Tabelle hervor. Wir sehen, daB der Reststickstoff (in 
Prozenten des Totalstickstoffs) in tiberraschend hohem Grade von der 
Konzentration des Totalstickstoffs und der Tanninmenge bei der 
Fallung unabhaingig ist. Bei einer Tanninkonzentration von etwa 
2¢ pro 100 mg Totalstickstoff wurden praktisch dieselben Reststick- 
stoffwerte erhalten, sowohl bei einer Stickstoffkonzentration von 30, 
als auch 150mg bzw. 10, als auch 40 mg pro 100 cem (s. Abb. 4). Ver- 
suche mit Griinmalzextrakt und Bier bestatigten die obenstehenden 
Resultate (s. Abb. 4, Kurven 1 und 3). 

Eine genauere Priifung der obigen Tabellen scheint zu zeigen, dab 
die starkste Ausfallung bei einer Konzentration von etwa 10g Tannin 
pro 100mg Total-N vor sich geht. Bei niedrigerer (2 bis 3g) oder héherer 
(15 bis 20g) Tanninkonzentration werden im allgemeinen etwas héhere 
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Reststickstoffwerte erhalten. Der Unterschied zwischen den héchsten 
und niedrigsten Werten belaéuft sich jedoch nur auf einige Prozent. Die 
hoheren Reststickstoffwerte bei groBer Konzentration von Tannin beruhen 
vielleicht darauf, daB die Fallung in groBen Mengen Tannin (6 bis 9g in 
100 ccm) in Gegenwart von 1 °,iger Schwefelsiure etwas léslich ist. Aus 
den Fallungen, die ohne Zusatz von Schwefelséure im Versuch in Tabelle I 
ausgefiihrt wurden, geht auch hervor, daB Tannin in hoher Konzentration 
(etwa 10 bis 15g pro 100 ccm, etwa 10 g pro 100 mg Total-N.) eine ansehn- 
liche Faéhigkeit besitzt, bei neutraler oder schwach saurer Reaktion die aus- 
gefaillten TannineiweiBverbindungen zu lésen [vgl. Bungenberg de Jong; 
vgl. auch die Abhéngigkeit des Gerbprozesses von der Konzentration des 
Gerbstoffs (Wilson, 1929, S. 517)). 





4 
—_—_ 


/ 











maT nret ” 
/ 


Abb. 4. 
Die Abhingigkeit der Tannineiweiffallang von der Konzentration des Total-N. 
Konstante Aziditaét: 1 g Schwefelsiure pro 100 cem. 
Konstante Tanninmenge: 2 bzw. 5g pro 100 mg Total-N bei Witte-Pepton und 2 g bei Wiirze, 
Bier, Blut und Fleischhydrolysat. 
1 = Entalkoholisiertes Bier 
2 = Fleischhydrolysat (maSig hydrolysiert) 
3 = 12,5° giges Bier 
4= Wiirze 
5 = Witte-Pepton (2g Tannin pro 100mg Total-N) 
6 = Witte-Pepton (5g Tannin pro 100mg Total-N) 
7 = Blut 


In Milch, Wiirze, Bier (und auch Blut) werden daher sehr konstante 
und leicht reproduzierbare Resultate erhalten, wenn die Fdllung mit Hilfe 
von 2g Tannin pro 100mg Stickstoff und bei einer Aziditdt von 14g 
Schwefelsdure pro 100 ccm ausgefiihrt wird. Die ausgefdllte Stickstoff- 
menge — ausgedriickt in Prozenten des Totalstickstoffs — ist dabei immer 
konstant und unabhdngig von der Konzentration der Eiweifstoffe. Eine 
Steigerung der Tanninmenge verursacht keine weitere Fadllung. 


In Fleischhydrolysat und Witte-Pepton sind die Verhaltnisse 
jedoch nicht so giinstig. 
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Die Tabelle VI, a und b, sowie Abb. 3 (Kurven 1, 2, 5 und 7) zeigen 
die Werte des Reststickstoffs, die bei der Fallung einer gewissen Menge 
dieser Substanzen mit verschiedenen Mengen Tannin bei einer Aziditat 


von 1 g Schwefelséiure pro 100 ccm erhalten wurden. 


Tabelle V1 
zeigt die Abhangigkeit des Rest-N von der Tanninmenge. a) Fleischhydrol ysat 
und b) eine Lésung von 10 g Witte-Pepton in 1000 ccm 1°, iger Schwetel- 
siure wurden mit Wasser verdiinnt und mit 50°,iger Schwefelséure und 
verschiedenen Mengen 4- bis 40 °,iger Tanninlésung versetzt. H,S O,-Kon- 
zentration = 1,0 g pro 100 cem des Endvolumens. Total-N-Konzentration 
= 40 mg pro 100 cem des Endvolumens. Temperatur 20° C. 





a) Fleischhydrolysat b) Witte-Pepton 
Tannin pro Tannin pro 
oo mg - 00 mg ™ 
Total en Totnl-if Total-N "ven Total 
0,05 98,7 0,05 95,9 
0,10 98,4 0,09 86,1 
0,24 98,4 0,23 qa58 
A. Fleischhydrolysat, 0,5 97,2 0.46 71,7 
»stark hydro- 1.0 97.0 0.93 66.3 
lysiert “ 1,9 971 1.9 60,1 
2.9 96.9 3.38 57,1 
3,8 97.0 4.6 55.9 
4,8 96.6 7,0 56,0 
0.05 95.5 9.3 = 5 5 56.8 
0,10 92,5 
q 1a ¢ 
B. Fleischhydrolysat, . 88,9 
; 0 85,9 
vmiabig hydro- 1.0 836 
byatent 1,9 1.2 
2,9 80.6 
4.8 80.1 
0,05 95,6 
0,10 94.0 
0,20 91,3 
C. Fleischhydrolysat, 0,35 87,8 
~schwach hydro- 0,5 84,1 
lysiert* 1,0 78,9 
2,0 75,2 
3.0 731 
4,9 724 





Bei ,,stark hydrolysiertem® Fleischhydrelysat war die Ausfallung 
unbedeutend; maximale Werte wurden schon bei einer Tanninmenge 
von 0,5g pro 100 mg Totalstickstoff erhalten. Bei ,,maBig hydroly- 
siertem“ Fleischhydrolysat war die Ausfaillung bedeutend starker, aber 
das Maximum wurde erst bei einer Tanninmenge von etwa 3g pro 
100 mg Totalstickstoff erhalten. Bei ,,schwach hydrolysiertem* Fleisch- 
hydrolysat war die Ausfaillung am starksten; maximale Werte wurden 
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nicht einmal bei einer Tanninmenge von 5 g pro 100 mg Totalstickstoff 
mit Sicherheit erreicht. Fleischhydrolysat unterscheidet sich daher 
in dieser Hinsicht von allen anderen bisher untersuchten Lésungen. 

Dasselbe gilt fiir Witte-Pepton (s. Tabelle VI, b und Abb. 3, Kurve 7). 
Erst bei einer Menge von nahezu 5 g Tannin pro 100 mg Totalstickstoff 
wurde maximale Ausfillung erhalten. 

Die Konzentration des Stickstoffs spielt auBerdem eine groBe 
Rolle bei der Fallung dieser Substanzen. Dies geht aus den Tabellen VII, 
a) und b), und Abb. 4 (Kurven 2, 5 und 6) hervor. Bei Fleischhydrolysat 
(maéBig hydrolysiert) wurde z. B. eine konstante Fraktion nur dann 
ausgefallt, wenn die Konzentration des Stickstoffs gréBer als 100 mg 
pro 100cem war. Bei Witte-Pepton war die Abhangigkeit von der 
Stickstoffkonzentration noch gréBer. 


Tabelle VII 
zeigt die Abhaéngigkeit des Rest-N von der Total-N-Konzentration. a) Fleisch- 
hydrolysat und b) eine Lésung von Witte-Pepton in 1°, iger Schwefelséure 
wurden mit Wasser verdiinnt und mit 50°, iger Schwefelséure und 40 °iger 


Tanninlésung versetzt. H,SO,-Konzentration = 1,0g pro 100 ccm des 
Endvolumens. Tanninmenge = 2,0 bzw. 5,0 g pro 100 mg_ Total-N. 


Temperatur 20°C. 














a) Fleischhydrolysat b) Witte-Pepton 
— A ee Rest-N in 0}, von Total-N. 
Total-N est-N in 0 Total-N = “ Spee = ae 
pro 100 cem des _ an pro 100cem des | Tanninmenge pro 100 mg Total-N 
Endvolumens . Endvolumens >a —! 
: 2,0¢g 50 ¢g 
10 85,3 10 | 67,0 63,2 
20 82.3 23 64,6 59,1 
40 80.9 43 59,0 56.4 
60 79,9 72 55,0 54,0 
102 79,0 115 52,5 52,2 
255 78,4 223 | 45.6 
510 78 438 40,9 


Fleischhydrolysat und Pepton enthalten scheinbar mit Tannin 
schwer ausfallbare Substanzen, oder die gebildeten Tannineiweib- 
fallungen sind zum Teil léslich. 

In normalem Urin, der mit 1°, iger Schwefelsiure versetzt worden 
war, wurde mit verschiedenen Mengen Tannin nur eine schwache 
Triibung erhalten. Diese konnte zwar abfiltriert werden, aber das 
Filtrat hatte praktisch denselben Gehalt an Stickstoff wie die Lésung 
vor der Fallung. 


C. Die Abhingigkeit der TannineiweifSfillung von der Temperatur. 


Je 100 cem Wiirze wurden in einer Anzahl Kolben mit 40 ccm 
Wasser und 3 ccm 50°,iger Schwefelsiure versetzt. Die Kolben wurden 
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ins Wasserbad bzw. Kaltemischungen verschiedener Temperaturen 
gestellt, von — 0,5 bis + 27°. Wenn der Inhalt der Kolben die Tem- 
peratur der Umgebung angenommen hatte, wurden 8ccm Tannin- 
lésung (40°, ig) zugesetzt. Die Konzentration des Total-N war immer 
41,6 mg und die der Schwefelsiure 1,0g pro 100 ccm; die Tannin- 
menge war 5,1 g pro 100mg Total-N. Das Filtrieren wurde bei derselben 
Temperatur wie die Fallung ausgefiihrt. 

Abb. 5 veranschaulicht die erhaltenen Resultate. Der Rest-N ist 
in bedeutendem Grade abhangig von der Temperatur, bei welcher 
das Filtrieren ausgefiihrt wird. Bei 27° wurde z. B. ein Rest-N von 
72,3°%, bei 21,1° einer von 71,4°, und bei — 0,5° einer von 64,8°, 
erhalten. e 


Y, A 
v 








emperatur j , 
Abb. 5. 

Ein ahnlicher, aber vollstandigerer Versuch wurde mit 12,5°,igem 
Bier ausgefiihrt. Das Bier wurde mit Wasser und Schwefelsaiure ver- 
diinnt, so daBsich der Total-N bei der Fallung immer auf 40 mg und die 
Schwefelsiurekonzentration auf 1g pro 100ccm belief. Drei verschiedene 
Tanninmengen, 2, 10 und 20g pro 100 mg Stickstoff, wurden verwendet. 
Abb. 5 zeigt die erhaltenen Resultate: Je geringer die verwendete 
Tanninmenge ist, desto geringer ist die Abhangigkeit des Rest-N von der 
Temperatur. Die Kurve fiir 10 g Tannin und in noch héherem Grade 
die fiir 20 g zeigt, daB die Ausfallung hier sehr empfindlich fiir Tem- 
peraturschwankungen ist ; 20 g Tannin fallen z. B. bei 25° nur 100 — 86 
= 14°, des Total-N aus, bei 0° dagegen nicht weniger als 100 —69 = 31°,, 
also mehr als doppelt so viel. Bei 2g Tannin ist die Temperatur- 
empfindlichkeit bedeutend geringer, jedoch noch immer etwas gréber 
als bei der Fallung von Wiirze mit 5g Tannin. Die Tanninfaillung in 
Bier ist also bedeutend mehr temperaturempfindlich als in Wiirze. 
Es ist anzunehmen, daB dies auf den Alkoholgehalt des Bieres zuriick- 
zufiihren ist (vgl. D., unten). 2g Tannin fallen in Bier bei 25° 
100 — 84 = 16° des vorhandenen Stickstoffs und bei 0° LOO — 75 


25° 


Q°* 
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Im Gebiet 15 bis 20°C scheint die Temperaturempfindlichkeit 
verhaltnismaBig gering zu sein und auBerdem in hohem Grade un- 
abhangig von der Tanninmenge. In diesem Temperaturgebiet wird 
z. B. bei einer gewissen Temperatur derselbe Rest-N erhalten, ob 2, 10 
oder 20g Tannin pro 100 mg Stickstoff verwendet werden. 


Die Tanninfallungen sind nach dem oben Gesagten sehr temperatur- 
empfindlich. Fallt und filtriert man hei héherer Temperatur als un- 
gefahr 25°, so ist es schwer, klare Filtrate zu erhalten. Bei noch héherer 
Temperatur, z. B. 35 und 50°, scheint es unméglich zu sein, ein klares 
Filtrat zu bekommen. Bei niedriger Temperatur (0 bis 10°) scheint 
es leichter zu sein, klare Filtrate zu erhalten, wenn eine hohe Tannin- 
konzentration (10 bis 20g pro 100 mg Total-N) verwendet wird ; bei etwas 
héherer Temperatur (20 bis 25°) ist eine niedrige Tanninkonzentration 
vorzuziehen. Diese Beobachtungen sind bei einer Aziditat von py 1, 
1 g Schwefelséure pro 100 ccm entsprechend, gemacht worden. Bei 
neutraler Reaktion sind die Verhaltnisse vielleicht anders geartet. 


Die Triibungen, die entstehen, wenn die Temperatur eines Filtrats 


unter die Temperatur, bei welcher das Filtrieren vorgenommen wurde, 
gesenkt wird, sind vollstandig reversibel, d. h. sie verschwinden, wenn 
die Temperatur wieder bis zur Filtriertemperatur oder etwas dariiber 
erhéht wird (dieses ist nur im Temperaturgebiet 0 bis 25° untersucht 
worden ; inwiefern die Reversibilitat der Triibungen verloren geht, wenn 
das Filtrat langere Zeit — einige Tage oder Wochen — bei einer 
Temperatur gehalten wird, die niedriger als die Filtriertemperatur ist, 
ist nicht untersucht worden). Die Reversibilitat geht deutlich aus 
folgendem Versuch hervor, der auch zeigt, daB die Filtriertemperatur 
fiir die Quantitét der Faillung entscheidend ist. Bier wurde mit 1,9 g 
Tannin pro 100 mg Total-N (die Schwefelsiurekonzentration war 1g 
pro 100 ccm) gefallt und auf folgende Art filtriert: 





Fallungs- Filtrier- | Rest-N in %/ 
temperatur temperatur | des Total-N 
a) 21° 21° 82,1 
b) 0 21 82,8 
c) 20 0 74,7 
d) 20 0 75,3 


Die Filtrierungen wurden nicht vorgenommen, ehe nicht die 
gefallten Lésungen wahrend einer Zeit von 15 bis 30 Minuten bei den 
in Frage kommenden Temperaturen gehalten worden waren. Wir 
sehen, daB die Menge des Rest-N ausschlieBlich von der Filtriertempe- 
ratur abhingt und vollstaindig unabhangig ist von der Temperatur, 
bei welcher die Fallung ausgefiihrt wird. 





be 


B. 











Fallung von EiweiBbstoffen und ihrer Spaltungsprodukte mit Tannin. 15 


Weiss (1900 bis 1903) fand, daB die Tanninfallung bei neutraler Reaktion 
1. volilsténdig war zwischen 2 und 25%, 

unvollstandig war bei 47 und 100°, 

unvollsténdig war, wenn dieselbe bei hoher Temperatur vor- 
genommen und daraufhin vor dem Filtrieren gekiihlt wurde (vgl. 
Sebelien, 1889). 


bo 


ad 


Nach Schréder (s. Pawlowitsch, ,,Die Gerbextrakte’, Wien, Springer, 
1929) wird eine Gelatinelésung bei 50°C von Tannin nicht gefallt, sondern 
nur getriibt. Mit steigender Temperatur verringert sich die Adsorption 
des Tannins an Agar und Gelatine und verschwindet schlieBlich vollstandig. 
Nach Trunkel (1910) und Fink und Riedel (1930) ist die Menge des mit 
Tannin bei neutraler oder schwach saurer Reaktion ausfallbaren Eiweibes 
unabhangig von der Fallungstemperatur (in dem Gebiet 10 bis 30°C). 


D. Die Léslichkeit der TannineiweiSfallung in Athylalkohol. 
Zwei Versuche wurden ausgefiihrt. Bei dem einen wurde Wiirze, 
bei dem anderen entalkoholisiertes Bier! in Gegenwart wechselnder 


Tabelle VIII 
zeigt die Léslichkeit der Tannineiwei®fallung in Alkohol. 

A. Wiirze wurde mit verdiinntem Alkohol, 50°,iger Schwefelséure und 
40°. iger Tanninlésung versetzt. H,SO,-Konzentration = 1 g_ pro 
100cem des Endvolumens. Total-N-Konzentration = 39,1 mg _ pro 
100 cem des Endvolumens. Tanninmenge = 2g pro 100mg Total-N. 
Temperatur 20°C, ’ 

B. Entalkoholisiertes Bier wurde mit verdiinnteyn Alkohol, 50°, iger 


Schwefelsiure und 40°,iger Tanninlésung versetzt. H,S O,-Kon- 
zentration = 1g pro 100cem des Endvolumens. Total-N-Konzen- 
tration = 20,5mg pro 100ccm des Endvolumens. Tanninmenge = 2 g 


pro 100 mg Total-N. Temperatur 20°C. 








A B 
Atkobol ero | egy | AMOR ETO Togs x 
Endvolumens TotalN. Endvolumens "Totel-N 
£ £ 
0 76,4 0 83,1 
2.5 77,7 1 83,0 
5,0 78.7 2 83.5 
7.5 80,9 3 84,1 
10,0 81,6 4 85,4 
12,5 83.8 5 85.5 
15,0 85.7 6 85.9 
17,5 87,5 9 88,8 
20,0 88,9 11 90,7 
39,0 98.0 15 97,4 
17.5 97,7 
20 97,9 


1 Das Bier wurde durch Vakuumdestillation bei 30°C bis zu einem 
Alkoholgehalt von 0,1°,, entalkoholisiert. 
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Mengen Athylalkohol mit Tannin gefallt. Die naheren Einzelheiten 
der Versuche gehen aus Tabelle VIII hervor. Wir sehen, da Athyl- 
alkohol eine stark hemmende Wirkung hat. Bei den niedrigen Alkohol- 
gehalten, die bei unseren Tanninfallungen im Bier vorkommen, spielt 
jedoch die lésende Wirkung des Alkohols keine Rolle. Nur falls der 
Alkoholgehalt bei der Fallung 1 bis 2°, iibersteigen wiirde, sollen die 
erhaltenen Reststickstoffwerte mit Hilfe der Tabelle VIII korrigiert 
werden. 

Bungenberg de Jong hat die dehydratisierende Wirkung des Athylalkohols 
und anderer Alkohole bei der Faéllung verschiedener Substanzen mit Tannin 
untersucht. Betreffs der Einwirkung des Athylalkohols auf Kollagen, 
gegerbt bei verschiedenen pu-Werten, siehe Wilson, The Chem. of leather 
Manufacture 2, 551, New York 1929; vgl. auch Jirginssons (1928), 
Kruyt u. Lier (1929), sowie Teorell (1930). 


E. Die Abhingigkeit der Tannineiweiffillung von dem Gehalt der untersuchten 
Liésung an Salzen und Zucker. 

Aschefreie Eiweifstoffe und andere lyophile Biokolloide werden 
bei neutraler oder schwach saurer Reaktion erst nach Zusatz einer 
kleinen Menge Salz vollstandig gefallt (Weiss, Bungenberg de Jong). 
Im Wasserextrakt von Gerste und Malz, welche eine Menge verschie- 
dener anorganischer Salze enthalten, wurde immer eine vollstandige 
Ausfallung erzielt (Weiss). Gustavson} fand, daB NaCl, KCl, CaCl, usw. 
die Fahigkeit des Kollagens, die Gerbstoffe zu binden, erhéht, wahrend 
Na,SO, upd (NH,),SO, die entgegengesetzte Wirkung haben. 

Bei Versuchen mit Wiirze wurde beobachtet, da Natriumchlorid 
nur bei héherer Konzentration (iiber 2°,) Einflu®B auf die Ausfallung 
hat (dieselbe erhéhend). 

Es zeigte sich weiter, daB Saccharose und Maltose (wenigstens 
in Konzentrationen bis zu 5°) keinen Einflu8 auf die Tannineiweib- 
fallung haben. Klare Filtrate werden leicht in Gegenwart von 5°, 
dieser Zuckerarten erhalten. 

Visez (1923) hat angegeben, daB Dextrin Glutintriibung in Bier hindere. 
Huber (1929) teilt mit, da8 Kohlenhydrate die Tanninféllung von Proteinen 
nicht hindern. Nach Ssadikow (1929) hindert Glykose die Adsorption von 
Eiche- und Quebrachotanniden auf Hautpulver bedeutend (l.c. 8S. 318 u. 
323). Bungenberg de Jong und Dekker haben gefunden, da8 Rohrzucker in 
Gegensatz zu Elektrolyten nicht die ,,.Entmischung*S im System Gummi 
arabicum + Gelatine hindert. 


F. Auflésung und wiederholtes Fillen der Tannineiweifbfillung. 


Um zu untersuchen, inwiefern die mit Tannin ausgefallten Eiweib- 


stoffe stickstoffhaltige Substanzen enthalten, die nicht an und fiir 


1 Siehe Wilson, The Chem. of leather Manufacture 2, 546, 593, New 
York 1929. 
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sich mit Tannin fallbar sind, sondern nur bei der Fallung mitgerissen 
worden sind, haben wir eine Anzahl dieser Fallungen aufgelést und 
wieder gefallt, daraufhin wieder aufgelést und schlieBlich nochmals gefallt. 

In 24 Zentiifugenréhren, je 100 ccm, von bekanntem Gewicht 
wurden je 59,9 ccm Stammwiirze (89,9 mg Stickstoff enthaltend) 
abpipettiert. Darauf wurden 30ccm destilliertes Wasser, 2,0 ccm 
50° ,ige Schwefelsaure und 4,0 ccm 40°,ige Tanninlésung zugesetzt. Die 
Konzentrationen des Total-N und der Schwefel:aure waren also 95 mg 
bzw. 1g pro 100 ccm, und die Tanninmenge belief sich auf 1,8 g¢ pro 
100 mg Total-N beider Fallung (Fdllung 1). Nach Temperierung auf 20° 
wurden die Réhren 20 Minuten zentrifugiert (2500 Umdrehungen pro 
Minute). Die Zentrifugate wurden danach vorsichtig von den am Boden 
der Réhren hart gepackten Tannineiweibfaillungen abgegossen. Nachdem 
die Réhren gewogen worden waren, konnten die Gewichte der feuchten 
Fallungen berechnet werden. 

Der N-Gehalt wurde in allen Zentrifugaten bestimmt (24 Stiick), 
sowie in vier der Fallungen. Der Gehalt an Trockensubstanz wurde in 
vier der Fallungen bestimmt (Vakuumtrocknung bei 50 bis 60°). 

Mit Hilfe der erhaltenen Resultate wurde die Menge Stickstoff 
berechnet, die im Wasser der feuchten Fallungen gelést war. Durch 
Subtraktion dieser Stickstoffmenge von dem totalen Stickstoffgehalt 
in den feuchten Fallungen wurde der Stickstoffgehalt der Tannin- 
eiweibfallung erhalten. 

Jede von+den 16 iibriggebliebenen Fallungen wurde in 40 ccm 
0,ln Soda (Versuch 1, unten) bzw. 30cem 0,15 n Soda (Versuch 2) 
bzw. 20ccm 0,2 n Natronlauge (Versuch 3) gelést. Daraufhin wurde 
Wasser, Schwefelséure (50°,ig) und Tanninlésung (40° ig) zugesetzt, 
wobei eine neue Fallung (Fdallung J) entstand (diese Fallung wurde bei 
einer Konzentration des Total-N und der Schwefelséure von etwa 40 mg 
bzw. 1g pro 100 ccm, sowie mit einer Tanninmenge von. etwa 2 g pro 
100 mg Total-N ausgefiihrt). Nachdem die Fallungen auf die oben be- 
schriebene Art abzentrifugiert worden waren, wurden deren Gewichte 
bestimmt. 

Der N-Gehalt wurde in allen Zentrifugaten bestimmt, sowie in 
vier der Fallungen. Der Gehalt an Trockensubstanz wurde in vier 
der Fallungen bestimmt. 

Die tibrigen acht Fallungen wurden in Lauge bzw. Soda auf die 
oben angegebene Art gelést und daraufhin wieder gefallt (Fallung 111; 
die Konzentrationen des Total-N und der Schwefelséure sowie die ver- 
wendeten Tanninmengen waren ungefahr dieselben wie bei Fallung I1). 
Darauf wurden die Fallungen auf die oben angegebene Art untersucht. 

Die erhaltenen Resultate gehen aus der folgenden Zusammen- 
stellung hervor. 


Biochemische Zeitschrift Band 238. 9 
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Stickstoffgehalt! der TannineiweiBfallungen. 





Versuch Fallung I Fallung II Fallung II 
1 16,3 (16,22 — 16,38) 16,1 (16,02 — 16,20) 
2 20,2 (29,14 — 20,28) | 19,5 (19,46 — 19,63) 19,6 (19,36 — 19,77) 
3 19,2 (19,05 — 19,30) | 18,5( 18,50 — 18,63) | 18,0 (17,80 —- 18,09) 


Der Unterschied zwischen der Fallung 1 und II war im Durch- 
schnitt 0,5 mg und zwischen Fallung II und IIIf 0,2 mg N. 

Wegen der GréBe der Versuchsfehler ist es schwer, sich tiber die 
Bedeutung und wirkliche GréBe der gefundenen Unterschiede zwischen 
den Stickstoffgehalten in den verschiedenen Tannineiweibfallungen 
zu auBern. Die Versuche scheinen jedoch zu zeigen, daB bei der Fallung 
von Wiirze mit Tannin bei einer Total-N-Konzentration von etwa 
95 mg pro 100 ccm nicht mehr als héchstens etwa 3°, des Stickstoff- 
gehalts der Fallung von mitgerissenen, mit Tannin nicht direkt fallbaren 
stickstoffhaltigen Substanzen herstammen. Wird auf iibliche Art bei 
einer Total-N-Konzentration von nur 40 mg pro 100 ccm gefallt, so 
diirften die Verhaltnisse noch giinstiger sein. 

Wird die Fallung auf iibliche Art ausgefiihrt (Total-N-Konzentration 

40 mg pro 100 ccm, Schwefelsaurekonzentration = 1 g pro 100 cem, 
Tanninmenge == 2g pro 100 mg Total-N, Temperatur 20°), so hat sie 
folgende Zusammensetzung: 

EiweiBverbindungen ...... . etwa 40°, 
Tannin 60°, 

Bei Fallung einer Wiirzemenge, die etwa 80 mg Stickstoff (bei 
einem Totalvolumen von 204 cem) enthalt, belauft sich also das Gewicht 
der Fallung auf etwa 0,3 g und deren Volumen auf 0,2ccm*. Es ist 
daher erlaubt — auf die von uns immer ausgeiibte Art — den tannin- 
fallbaren Stickstoff aus dem Unterschied zwischen den Stickstoff- 
bestimmungen in der Lésung vor der Fallung und im Filtrat nach der- 
selben zu berechnen, ohne auf das Volumen der Fallung Riicksicht 
zu nehmen. 

Nach K. Myrbdéck und S. Myrbdck (1930, 8. 242) hat Schjerning 
gefunden, daB die mit Magnesiumsulfat aus Wiirze ausgefallten Eiweib- 
verbindungen etwa 20°, stickstoffhaltige Substanzen enthalten, 
die nicht an und fiir sich mit Magnesiumsulfat fallbar sind, sondern nur 
bei der Fallung mitgerissen worden waren. 


1D. h. der N-Gehalt in der TannineiweiBfallung nach Korrektion 
fiir diejenige N-Menge, die im Wasser der feuchten Faéllung gelést war. 

* Es wird hierbei angenommen, daB die tanninfallbare Stickstoffmenge 
der Wiirze etwa 20°, ihres totalen Stickstoffgehalts ist und daB das spezi- 
fische Gewicht der Tannineiwei8verbindungen etwa 1,35 ist. 
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Wir wissen natiirlich, daB die mit Tannin ausfillbare Eiweib- 
fraktion nicht nur aus einer einzigen eiaheitlichen EiweiBverbindung 
besteht, sondern aus einer Anzahl verschiedener. Fink und Wildner 
(1930) fanden z. B., daB TannineiweiBfallungen in Wiirze und Bier 
auBer hochmolekularen koagulierbaren EiweiBverbindungen auch 
Peptone und kleine Mengen formoltitrierbarer Stickstoffverbindungen 
enthalten. 

G. Fillung mit verschiedenen Tanninpriiparaten. 

Stammwiirze wurde mit 40°,igen Tanninlésungen, die aus ver- 
schiedenen Tanninpraparaten dargestellt worden waren,  gefallt. 
Tabelle IX zeigt die Resultate. Wir sehen, daB alle untersuchten 
Tanninsorten dasselbe Fallungsvermégen hatten. 


Tabelle IX 
zeigt Fallungen mit verschiedenen Tanninpraparaten. Wiirze wurde mit 
Wasser, 50°,iger Schwefelsiure und 40°,igen Lésungen verschiedener 
Tanninpraparate versetzt. H,SO,-Konzentration = 1 g pro 100 cem des 
Endvolumens. Total-N-Konzentration = 40mg pro 100 cem des End- 
volumens. Tanninmenge = 2g pro 100mg Total-N. Temperatur 20°C. 





mg N in Rest-N in ° 
00 von Total-N * 
Tannin 


Merck . + eer a A Pro analysi 9,7! 77,2 
Schuster wd Wilhelmy Tannin leviss. D. A. B. 6 + 8.0 77.0 
Riedel-de Haén . . . . . Pro analysi 25,7 77,4 
Schering-Kahlbaum . . . Pro analysi 6,7 77,2 
ee aera Pro analysi 25,7 77,1 


* Nach Korrektion fiir den N-Gehalt des Tannins. 


Obenstehende Versuche haben gezeigt, daB Tannin gut verwendbar 
ist als Fraktionierungsmittel fiir die stickstoffhaltigen Substanzen, 
hauptsachlich nur in Extrakten aus Pflanzenmaterial. © Die Fadllung 
wird dabei bei einer Aziditdt von 1g Schwefelsdure pro 100 ccm, bei einer 
Sticksto{fkonzentration von im allgemeinen 40 mg pro 100 com, bei einer 
und bet Verwendung von 2g Tannin pro 100 mg 


’ 


Temperatur von 20° ( 
Stickstof{/ ausgefiihrt!. Die Reihenfolge beim Zuretzen der Fallungs- 


' Werden Fliissigkeiten untersucht, die sehr arm an Elektrolyten sind, 
so sollen einige Kubikzentimeter 5°,iger Na,SO,-Lésung der zu _ unter- 
suchenden Lésung vor dem Tanninzusatz zugefiihrt werden. Es ist méglich, 
daB die bei der Fallung verwendete Schwefelséure ein richtiger Elektrolyt 
in geniigender Konzentration ist, der eine vollstaéndige Ausfallung garantiert : 
jedoch ist dieses nicht untersucht. — Die Tanninlésung mu nicht frisch 
sein. Wir fanden, daB eine 8 Monate alte Tanninlésung Bier und Wiirze 
gleich wirksam fallte wie eine frische — trotzdem etwas Phlobaphene und 
Elagsiure sich scheinbar aus der erstgenannten Loésung ausgeschieden 


hatten. 
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reagenzien ist gleichgiltig. Das Filtrieren wird sofort durch ein 24-cm- 
Faltenfilter (Schleicher und Schill, Nr. 572, 1/2) ausgefiihrt, wobei die 
Zimmertemperatur nicht viel von 20° C abweichen soll!. Alkoholhaltige 
Fliissigkeiten sollen so weit verdiinnt werden, daB die Konzentration 
des Alkohols bei der Fallung nicht 1 bis 2%, tibersteigt. 

Bei Losungen, die Witte-Pepton oder andere Fleischhydrolysate 
enthalten, ist diese Fraktionierungsmethode im allgemeinen weniger 
gut verwendbar. 


Die Bestimmung des Stickstoffgehalts wird in diesem Laboratorium 
auf folgende Art ausgefiihrt: Eine Fliissigkeitsmenge, die etwa 15 mg 
Stickstoff enthalt (im allgemeinen 20 bis 100 cem), wird in einen 500-cem- 
Kjeldah!-Kolben abpipettiert. 10 cem 30°. iges, stickstoffreies Wasserstoff- 
superoxyd, 2ccm Séuremischung (drei Volumen konzentrierte Schwefel- 
saure plus zwei Volumen 85°,ige Phosphorséure) und zwei bis drei 
kleine Quarzsteine werden zugesetzt®. Die Mischung wird iiber einem 
Mikrobrenner bis zur Sirupdicke eingedampft. Jetzt werden 20 ccm obiger 
Séuremischung, eine Kupferspirale (0,5 g) und 0,8 g Mercurisulfat zugesetzt. 
Nach einer Weile wird die bis jetzt klare Fliissigkeit dunkel. und es beginnen 
sich Schwefelséuredimpfe zu entwickeln*. Eine Glasbirne wird auf den 
Kolbenhals gesetzt. Nach ein paar Minuten, wenn die Wande des Kolbens von 
kondensierter Schwefelséure reingespilt sind (eventuell nach Schiitteln) und 
die AufschlieBungsfliissigkeit griin zu schimmern beginnt. werden 15g 
Kaliumsulfat zugefiihrt. Von dem Augenblick an, wo die Fliissigkeit hell- 
griin geworden ist. soll das Erhitzen noch 5 bis 6 Minuten fortgesetzt werden. 
Wahrend dieser Zeit soll die Mischung ununterbrochen deutlich kochen; 
vel. Lundin und Ellburg (1929). Bei Anwesenheit von schwer aufschlieB- 
baren N-haltigen Substanzen (welche z..B. in Pepton und Fleischhydroly- 
saten vorkommen) ‘ist es notwendig, das Erhitzen 10 bis 15 Minuten, nach- 
dem die AufschlieBungsfliissigkeit hellgriin geworden ist, fortzusetzen 
(wobei die Fliissigkeit die ganze Zeit deutlich kochen muB). Vgl. Lundin 


! Das Filtrieren kann auch langere Zeit nach der Fallung vorgenommen 
werden (z. B. nach 24 Stunden). Dabei ist es gleichgiiltig, welche Temperatur 
in der Zwischenzeit herrscht (innerhalb 0 bis 25°). Unmittelbar vor dem 
Filtrieren ist es notwendig, daB der Inhalt des Kolbens waéhrend einer Zeit 
von mindestens 20 Minuten bei einer Temperatur von 20°C gehalten wird. 

* Bei kohlenhydratarmen Fliissigkeiten (z. B. Griinmalzextrakten, 
Fleischhydrolysaten) sollen auBerdem noch 0,5 bis 1g Rohrzucker zu- 
gesetzt werden. Die Fliissigkeit muB naémlich bei dem folgenden Erhitzen 
allmahlich schwarz werden (verkohlen). Ist das nicht der Fall, so jst ein 
Uberschu8 von Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt worden, welcher — wenn e1! 
betrachtlich war — Stickstoffverluste verursacht haben kann. Vgl. Litndin 
u. Ellburg, 1929, 8S. 136. 

3 War die Fliissigkeit sehr reich an Kohlenhydraten, so entsteht 
manchmal in diesem Augenblick ein starkes Schéiumen. In diesem Falle 
wird die Flamme ausgeléscht und 5 bis 10 cem 30 °,iges Wasserstoffsuper- 
oxyd nochmals zugefiihrt. Danach kann die AufschlieBung fortgesetzt 
werden, ohne daB Schwierigkeiten entstehen. Nach dem abermaligen 
Zusetzen von Wasserstoffsuperoxyd soll die Fliissigkeit bei der fortgesetzten 


Erhitzung wieder schwarz werden (verkohlen), vgl. Anm. 2, oben. 
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und Eliburg (1929). Enthalt das Tannin Stickstoff, miissen die Resultate 
der Analyse natiirlich in Ubereinstimmung mit dem Stickstoffgehalt des 
Tannins korrigiert werden. 

Belauft sich die fiir die Analyse notwendige Fliissigkeitsmenge auf 
nicht mehr als 50 bis 80 cem, so kénnen 24 Stickstoffbestimmungen (drei 
Serien zu acht Analysen) in 5 Stunden von einer Person ausgefiihrt werden : 
die Zeit fiir das Abpipettieren der Fliissigkeiten und fiir die Berechnung 
der Resultate ist dabei eingerechnet. 

In der Wochenschrift fiir Brauereien soll demnachst ausfiihrliche: 
als oben iiber die Fallung der Eiweibstoffe in Wiirze und Bier berichtet 
werden. 

Zusammenfassung. 

1. Aus Milch, Blut, Fleischhydrolysat, Wiite-Pepton, Wiirze und 
Bier kénnen Eiweibstoffe und ein Teil ihrer Spaltungsprodukte mittels 
Tannin ausgefallt werden. 

2. In normalem Urin verursacht Tannin keine Fallung. 

3. Im Aziditatsbereich 0 bis 0,2 g Schwefelsiure pro 100 ccm, 
pu etwa 6 bis 1,8, fallt Tannin (wenn es in einer Menge von etwa 2 g¢ 
pro 100 mg Stickstoff verwendet wird) um so kleinere Mengen Eiweib- 
verbindungen aus Witte-Pepton, Fleischhydrolysat, Wiirze und Bier 
aus, je héher die Aziditét ist. Innerhalb der Grenzen 0,2 bis 1,8 g 
Schwefelsaure pro 100 ccm, px = 1,8 bis 0,9, ist die Ausfallung kleiner 
als in dem eben erwahnten Gebiet, dagegen konstant und unab- 
hangig von der Aziditat. Bei noch héherer Aziditét Wird die Fallung 
wieder umfangreicher. , 

Bei Milch ist die Ausfallung ganz unabhangig von der Aziditat. 

4. Wird Salzsiure anstatt Schwefelsaure verwendet (unter im 
iibrigen gleichen Umstaénden — gleiches py), so verringert sich das 
Fallungsvermégen des Tannins (in Wiirze) ansehnlich — Phosphor- 
séure verursacht noch schwachere Ausfallung. GréBere Mengen Essig- 
saure haben eine stark lésende Wirkung auf die -Tannineiweil- 
fallung. Nur mit Schwefelsaéure erhalt man ein gréBeres Aziditits- 
gebiet, innerhalb dessen der Rest-N (ausgedriickt in Prozent des 
Total-N) konstant und unabhangig von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration ist. 

5. Bei einer Aziditat von etwa 1 g Schwefelséure pro 100 ccm 
ist der Reststickstoff sehr unabhangig von der verwendeten Tanninmenge 
bei Fallung von Blut, Milch, Wiirze, Bier, Fleischhydrolysat und Wi itte- 
Pepton, falls die Tanninmenge, die verwendet wird, bei Blut 0.5 ¢ 
pro 100 mg Total-N, bei Milch, Wiirze und Bier 1 bis 2 g, bei Fleisch- 
hydrolysat und Witte-Pepton 1 bis 5g iibersteigt. 

6. Bei Blut, Mileh, Wiirze und Bier ist die ausgefallte Stickstoff- 
menge, ausgedriickt in Prozent des Total-N, unabhangig von der Stickstoff- 
konzentration bei der Fallung (falls diese — wenigstens bei Wiirze und 
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Bier — nicht kleiner ist als 10 bis 20 mg pro 100 cem), wenn die Aziditat 
héher als pu etwa 1,8 ist und die Tanninmenge sich auf etwa 2 g pro 
100 mg Total-N belauft. Bei Fleischhydrolysat und Witte-Pepton scheint 
die Ausfallung unter den eben genannten Bedingungen von der Total-N- 
Konzentration nur dann unabhangig zu sein, wenn diese etwa 100) bis 
500 mg pro 100 ccm tbersteigt. 

7. Bei hoher Tanninkonzentration, etwa 10g pro 100 ccm oder 
dariiber, scheint das Tannin eine schwach lésende Wirkung auf die 
TannineiweiBfallung in Wirze und Bier zu haben, sowohl bei schwach 
als bei stark saurer Reaktion. 

8. Die Tannineiweiffaillungen im Bier sind temperaturempfind- 
licher als die in Wiirze (bei der Aziditat etwa 1 g Schwefelsiure pro 
100 ccm und im Temperaturbereich 0 bis 25°). Die Temperaturempfind- 
lichkeit steigt mit der verwendeten Tanninmenge. In dem Bereich 
15 bis 20°C scheint die Temperaturempfindlichkeit der Fallungen 
verhaltnismaBig gering zu sein und auBerdem ziemlich unabhangig 
von der Tanninmenge. In diesem Temperaturbereich wird daher bei 
einer gewissen Temperatur annahernd derselbe Rest-N erhalten, wenn 
2, 10 oder 20 g Tannin pro 100 mg Stickstoff verwendet werden. Die 
Tribungen, die entstehen, wenn die Temperatur in einem Filtrat unter 
die Temperatur, bei welcher das Filtrieren vorgenommen wurde, gesenkt 
wird, sind reversibel. Die Filtriertemperatur — und nicht die Fallungs- 
temperatur — ist daher fiir die Menge der Eiweibverbindungen, die 
mit Tannin ausgeschieden werden, bedingend. 

9. Athylalkohol wirkt stark lésend auf die Tannineiweiffallung. 

10. In Wiirze und Bier hat Natriumchlorid in kleiner Konzen- 
tration (weniger als 2°,) keine Wirkung auf die Fallbarkeit der mit 
Tannin (bei einer Aziditét von 0,5 bis 2 g Schwefelséure pro 100 ccm) 
ausfallbaren EiweiBstoffe. Ubersteigt dessen Konzentration 3 bis 4%, 
so steigen die ausfallbaren Mengen stickstoffhaltiger Substanzen. 

11. Maltose und Saccharose hindern nicht die Ausfallung von 
Eiweibstoffen und ihrer Spaltungsprodukte mit Tannin. 

12. EiweiBstoffe und eine gewisse Fraktion ihrer Spaltungs- 
produkte werden aus Pflanzenextrakten mit Tannin am giinstigsten 
auf folgende Art ausgefaillt: Die zu untersuchende Fliissigkeit wird 
mit so viel destilliertem Wasser und 50° iger Schwefelsiure versetzt, 
daB die Stickstoffmenge sich auf etwa 40 mg und die Schwefelsiure- 
konzentration auf 1g pro 100 ccm belaiuft. Nach Temperierung auf 
20°C wird so viel einer 40°, igen Tanninlésung zugesetzt, als 2g Tannin 
pro 100 mg Stickstoff entspricht. Nach Schiitteln kann sofort filtriert 
werden (20°C). Alkoholhaltige Fliissigkeiten sollen wenigstens so stark 
verdiinnt werden, daB die Alkoholkonzentration bei der Fallung nicht 
| bis 2°, iibersteigt. 
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13. Bei Fallung von Wiitze werden nur unbedeutende Mengen 
mit Tannin nicht direkt fallbarer Substanzen mitgerissen. 
14. Tanninpraparate (pro analysi) von fiinf verschiedenen Firmen 
gaben dasselbe Resultat. 
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Nachtrag. Nach der Drucklegung des Manuskripts haben wir von 
einer interessanten Arbeit von Al. Stadnik (Der Béhmische Bierbrauer, 58, 
4, 31. 53, 1931) Kenntnis bekommen, in der Tanninfallungen in Wiirze und 
Bier beschrieben werden. Stadnik fallt, nach vorhergehender Pufferung mit 
Phosphatlésung auf pH 6,4, mit groBen Mengen Tannin (10 bis 20 cem 
10°.iger Tanninlésung pro 100cem Wiirze oder Bier) und filtriert am 
nichsten Tag. Die Tanninfraktion macht grob gerechnet bis zu 50°, des 
gesamten Stickstoffs aus. Stadniks Versuche iiber den EinfluB der Aziditat 
auf die EiweiBfallung mit Tannin bestétigen unsere eigenen diesbeziiglichen 
Versuche vollkommen. 














Einige lipolytische Systeme. 


Von 


M. J. Galwialo und L. J. Simina. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Militér-Medizinischen Akademie zu 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. April 1931.) 


Die chemische Natur der Lipase wie auch anderer Fermente ist bis 
jetzt noch nicht aufgeklart worden. Unter den verschiedenen Forschern 
herrschen tiber die Bestandteile und den. Bau der Lipase die aller- 
verschiedensten Meinungen. Diese Meinungsverschiedenheiten stammen 
davon, daB man es mit Praparaten von verschiedener Reinheit zu tun 
hatte. Die alleraktivsten unc, wie es scheint, auch reinsten Priaparate 
haben Willstatter und Waldschmidt-Leitz erhalten. 


Die Zusammensetzung ihrer Praiparate war folgende: N 10,50 bis 
11,60°,, C 38,44°,, H 6,27°,, Asche 15,60°%,, P 0,047 bis 0,05°,. 
Die Praparate gaben fast gar keine Protein- und keine Kohlenhydrat- 
reaktionen. Bei der Lipase spielen die Aktivatoren dieselbe Rolle wie 
auch in anderen Fermentsystemen. 

Die lipolytischen Systeme kann man als fermentative Systeme 
betrachten, wo der EinfluB der Aktivatoren bedeutender, mannig- 
faltiger, verwickelter und launischer auftritt. Das hingt davon ab, 
daB die ihrer chemischen Natur nach allerverschiedensten Stoffe an 
der Aktivierung oder an der Hemmung der lipolytischen Wirkung 
teilnehmen kénnen, und, da sie wahrend ihrer gleichzeitigen Gegenwart 
miteinander mehr oder weniger komplizierte Gruppen bilden, die ihre 
eigene aktivierende Wirkung besitzen, so wird dadurch ihre Wirkung 
noch komplizierter. Es ist bekannt, daB die EiweiBstoffe und ihre 
Abbauprodukte, Peptone und Aminosiéuren, als starke Aktivatoren 
gelten. Die Bedeutung der EiweiBstoffe als Aktivatoren der Lipase 
ist recht ausfiihrlich von Willstatter und Waldschmidt-Leitz und Memmen 
behandelt worden. In der Literatur finden wir Hinweise, die besagen 
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da die Aminosauren fahig sind, Fette zu spalten, und zwar von Falk 
und Nelson. Da ihre Forschungen in unmittelbarem Zusammenhang 
mit unserer Arbeit stehen, so wollen wir eingehender ihre Angaben 
betrachten. Falk und Nelson haben die hydrolysierende Wirkung 
einiger Aminosiuren und Polypeptide auf Methylacetat, Athylbutyrat 
und Olivenél studiert. In ihrer Zusammenfassung schreiben sie die 
lipolytische Wirkung einigen Aminosauren zu (Glykokoll, Asparagin- 
siure, Glutaminsaure). 


In allen diesen Fallen mit Methyl-, Athylbutyrat trat die Wirkung 
deutlicher hervor als mit Olivenél. Ein Fehler dieser Arbeit besteht darin, 
daB die Wasserstoffionenkonzentration nicht in Betracht gezogen ist. 
In einigen Fallen entsteht eine saure, in anderen Fallen eine neutrale 
Reaktion. Falk und Nelson werden von anderen Forschern (Bosmann 
und Dawson) widerlegt. Diese Forscher, die mit Puffermischungen 
gearbeitet und die Konzentration der Wasserstoffionen beriicksichtigt 
haben, sind zu dem SchluB gekommen, daB die lipolytische Wirkung 
nicht von den Aminoséuren an und fiir sich abhaingt, sondern 
von der Konzentration der Wasserstoffionen im untersuchten System. 
Aus einer ganzen Reihe von Angaben (s. Literaturzusammen- 
stellung) iiber die Wirkungsabhaingigkeit und die Aktivierung der 
Lipase durch verschiedene Stoffe folgt die Frage, ob es iiberhaupt 
Systeme gibt, die keine Lipase enthalten und trotzdem lipolytisch 
wirken. Fiir unsere ersten Arbeiten haben wir als lipolytische Systeme 
folgende Stoffe gewahlt: Pepton, Glykokoll, Alanin, Asparaginsiure, 
Glutaminséiure und ein Aminosiurengemisch, das aus Glykokoll, 
Alanin, Prolin und aus kleinen Mengen von Valin und Leucin bestand. 
Zum Vergleich sind eine Reihe von Experimenten mit dem natiirlichen 
-ankreassaft nach J. P. Pawlow angestellt worden. 


Methodischer Teil. 


Um die zersetzende Wirkung der Lipase zu erforschen, sind von ver- 
schiedenen Forschern folgende Methoden angewandt worden: 


1. Titriermethede. 
2. Elektrometrische Titrierung. 


3. Stalogmometrische Methode. 


Die erste Methode gehért zu den altesten und verbreitetsten. Sie besteht 
im Titrieren der Fettsaéuren, die sich wahrend der Fettzersetzung gebildet 
haben. Der Endpunkt der Titrierung wird nach dem Farbenumschlag 
des Indikators bestimmt. Da die Fettséuren als schwache Saéuren gelten, 
so werden solche Indikatoren gebraucht, die bei schwacher Alkalireaktion 
eine Farbeniibergangszone haben, Phenolphthalein oder Thymolphthalein. 


Als Substrat wurden Monobutyrin (Hanriot und Camues, Boldirew, 
Babkin u. a.) wie auch natiirliche Fette gebraucht; am haufigsten Olivendl 
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(Moroczewsky, Dawson, Rosenheim und Shaw-Mackenzie, Boldirew, Will- 
stdtter, Waldschmidt-Leitz und Memmen u.a.), auch Mandelél (Goldstein) 
und auch Rizinus6l (AKanitz). Hier muB erwéhnt werden, daB Mono- 
butyrin fiir die Experimente insofern ungiinstig ist, als es wahrend 
des Titrierens von dem hinzugefiigten Alkali zersetzt wird und da- 
her falsche Ziffern erhalten werden. Wir kénnen also die Beob- 
achtung von Hanriot und Camues, die schon im Jahre 1897 gemacht 
wurde, bestatigen. 

Wenn natiirliches Fett als Substrat angewandt wird, gieBt man zur 
Titrierlésung Alkohol hinzu, um die Seifen zu lésen. Hierbei ist zu beachten. 
da8 in alkoholischer Lésung auch die Caboxylgruppen der anwesenden 
Aminoséuren und Polypeptide mit titriert werden. Einige Forscher, Falk 
und Neison, bestimmen die lipolytische Wirkung der Aminoséure ent- 
haltenden Systeme folgendermaBen: einerseits wird durch Titrieren mit 
Formol die Summe der Séureaquivalente der Aminoséuren und der ge- 
bildeten Fettséuren bestimmt, andererseits werden durch dasselbe Titrieren 
nur die Séuregruppen der Aminoséuren bestimmt. Die Differenz dieser 
beiden Bestimmungen ergibt die Menge der Fettséuren. Dabei ist es selbst- 
verstandlich, daB die Fehler der Angaben, welche die Differenz beider 
Bestimmungen ausmachen, bei bedeutendem Aminosaéurengehalt und bei 
geringer lipolytischer Wirkung recht gro sein werden. 


Zur Bestimmung lipolytischer Wirkung wurde das elektrometrische 
Titrieren sehr selten angewandt. In der Literatur fanden wir eine Arbeit 
von Rona und Ammon, wo die elektrometrische Methode bei der Unter- 
suchung der Fermentverseifung des Methylesters der Mandelséure an- 
gewangt wurde. Die Mischung des Glycerinauszugs der Pankreasdriise 
und des Esters wurde mit Puffergemisch auf pa = 6,76 gebracht und in 
den Thermostaten gestellt. Durch die Mischung wurde Wasserstoff geleitet 
und mit Hilfe einer Wasserstoffelektrode ab und zu die Konzentration der 
Wasserstoffionen bestimmt. Infolge der Saurenbildung reagierte die 
Mischung bald sauer. Darauf wurde sofort n/10 Natronlauge bis zum erst- 
maligen px hinzugefiigt. Infolgedessen fand die Esterspaltung bei kon- 
stantem px statt, und als Spaltungsma8 galt die Menge der verbrauchten 
Natronlauge. Das Prinzip der stalagmometrischen Methode nach Pon«a 
und Michaelis beruht darauf, daB einige Ester, z. B. Tributyrin und Mono- 
butyrin, die Oberflachenspannung verringern, waéhrend ihre Spaltungs- 
produkte die Oberflachenspannung nur wenig herabsetzen. Daher labt 
sich beim HerausflieBen eines bestimmten Volumens aus dem Stalagmo- 
meter von Traube aus der Tropfenzahl die Menge des zersetzten Esters 
bestimmen. Die Methode hat in den Fallen ihre groBen Vorziige, wo man 
eine kleine Fermentmenge, z. B. im Blutserum, im Magensaft usw. zu be- 
stimmen hat. Leider ist sie in den Fallen ausgeschlossen, wo sich im lipolyti- 
schen System Stoffe befinden, die stark die Oberflachenspannung ver- 
ringern. Bei der Wahl der Methodik fiir die Bestimmung lipolytischer 
Wirkungen unserer lipolytischen Systeme konnten wir die letzte Methode 
nicht anwenden, da die Bestandteile unserer Systeme schon an und fiir 
sich stark die Oberflachenspannung verringerten. So z. B. ergab das Pepton 
in 20°iger Lésung bei Anwendung des Stalagmometers auf 52 Tropfen 
Wasser 92 Tropfen, wahrend das Monobutyrin im ganzen nur 72 Tropfen gab. 
Daher waren wir gezwungen, die Titriermethode anzuwenden, und zwar 
titrierten wir aus den oben dargelegten Griinden ohne Zugabe von Alkohol 


und Formol. 
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Da unsere Systeme stark gepuffert waren, so war der Farbenumschlag 
der Indikatoren nur allméhlich. Der Farbenumschlag wurde noch mehr 


durch die gebildete Emulsion verringert. Der Endpunkt des Titrierens 
war sehr undeutlich. Zur Kontrolle war eine Reihe von Experimenten mit 
elektrometrischem Titrieren angestellt worden. Die Einzelheiten sind 


unten angefiihrt. 
Ausfiihrung der Experimente. 


In allen Fallen unserer Untersuchungen wahlten wir Systeme im 
Phosphatpufferniveau mit bestimmten pq. Als Substrat wurde Neutralfett 
gewahit, welches aus Helianthi6l bereitet und vor jedem Experiment auf 
Neutralitét gepriift worden war. Die Systeme wurden nach der Mischung 
aller Ingredienzien bis zu gleichen Volumen mit Wasser aufgefiillt. AuBer- 
dem wurden Kontrollexperimente mit allen Ingredienzien auBer Fett an- 
gestellt. Der in der Pufferlésung mit Fett untersuchte Stoff und die 
Kontrollmischungen wurden in Probierglaschen 15.100mm mit fest- 
schlie8endem Gummistopfen gegossen, mit einem Metallnetz umbunden 
und in einen Wasserthermostaten gestellt. Die GefaBe wurden im Thermo- 
staten bei 38 bis 39° C im Laufe von 6 Stunden durch einen Motor in gleich- 
maBiges Schaukeln gebracht, um das Fett die ganze Zeit mit den auf lipoly- 
tische Wirkung zu priifenden *toffen zu vermengen. Nach Verlauf von 
6 Stunden wurden die Proben sofort titriert. 

Das Titrieren wurde mit einer Mikrobiirette und n/10 Natronlauge 
ausgefiihrt. Den Endpunkt der Reaktion zeigte die erste klare Farbung 
an. Um die erste Triibung herbeizufiihren, wurde zur Kontrolle schwefel- 
saures Barium hinzugetiigt, was von Sdérensen empfohlen wurde. 

; 

Als Indikator wurde Phenolphthalein benut:t, und zwar wurde er 
erst zu Anfang der Titration zugesetzt, da es bekannt ist, daB Phenol 
phthalein eine hemmende Wirkung auf die lipolytische Wirkung der Fermente 
austibt (Camues). 

Von der fiir das System mit Fett gebrauchten Alkalimenge zog man 
die Alkalimenge der Kontrolle ab. Die Differenz ist diejenige Alkalimenge, 
welche zur Neutralisation der gebildeten Fettsauren diente. 


Untersuchung der lipolytischen Wirkung des Peptons, 


Fiir unsere Versuche benutzten wir zwei Sorten von Pepton, 
die wir vom Werke ..Pharmakon** bezogen, und die nach der Methode 
von Galwialo gewonnen waren; die eine Sorte war aus Fibrin her- 
gestellt und die andere aus Schweinemagen gewonnen. Die Arbeiten 
wurden mit frischen Lésungen unternommen, und als Antiseptikum wurde 
Thymol benutzt. Die erhaltenen Lésungen waren stark gepuffert und 
etwas gefarbt. Daher ist hier die Fehlergrenze besonders weit. 

Zuerst waren Probeversuche angestellt worden, um die Wirkung des 
Peptons verschiedener Konzentration ohne Puffer zu priifen. Es wurden 
zwei Proben fiir alle Konzentrationen in folgender Zusammenstellung 
genommen: 3 ccm Peptonlésung, | cem Fett. Kontrollproben je zwei, fiir 
alle Konzentrationen je 3cem Peptonlésung. Die Systeme wurden fiir 
24 Stunden bei 38 bis 39°C in den Thermostaten gestellt. wonach sie mit 
n/l0 Natronlauge und Phenolphthalein als Indikator titriert wurden 


Die Resultate siehe in Tabhelle I. 
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Tabelle I. 


Die lipolytische Wirkung des Peptons in verschiedenen Konzentrationen 
und nach 24 Stunden langem Stehen im Thermostaten bei 38 bis 39° C. 





Pepton + Fett Pepton — Kontrolle Zur 
, ‘imailascamaamiiais ° Neutralisation 
Pepton Durchschnitts- Durchschnitts- der gebildeten 
in ‘ Zahl menge Zahl menge Fettsiuren 
. der n/lO NaOH der n/lONaOQH verbrauchte 
Proben verbraucht zur Proben verbraucht zur Menge 
Titration in ecm Titration in ecm n10 NaOH 
25 2 2.74 2 1,95 0,79 
20 2 2.40 2 1,60 0,80 
15 2 1,75 2 1,25 0,50 
10 2 1,45 2 0,95 0,50 
7,5 2 0.95 2 0.45 0,50 
5.0 2 O85 2 0,40 0,45 


Aus den Daten von Tabelle I ist zu ersehen, dab erstens Pepton 
fahig ist, Fette zu spalten, und daB zweitens diese Fahigkeit vom 
Prozentgehalt des Peptons abhangt. Je héher die Konzentration des 
Peptons, desto gréBer die lipolytische Wirkung. Jedoch ist bei Kon- 
zentrationen héher als 25°,, keine Steigerung der lipolytischen Wirkung 





bemerkt worden. 


Zur Bestimmung des optimalen Puffers wurden von uns Versuche mit 
20°. iger Peptonlésung mit Phosphatpuffergemischen nach Clark von ver- 
schiedenem py 6,5, 7,0, 7.5 aufgestellt. Das Phosphatpuffergemisch enthielt 
50cem 0,2n KH.PO, und 2cem 6.2n NaOH, auBerdem wurde Wasser 
bis 200 cem hinzugefiigt. 

Fiir po 6.5 wurden genommen 16,00 cem 0.2n NaOH 
P 0 os a 29,63 ,, 0,2n NaOH 
oO i 41,20 ,, 0.2n NaOH 


. 


PH 
» Px 


Es wurden fiinf Proben und zwei Kontrollproben ftir jedes Puffer- 
gemisch in folgender Zusammenstellung genommen : 


Puffergemisch . ...... . 5cem 
20°,ige Peptonlésung. . . . . 5 
OS SEE ree ae ee 
gr Re ae ee 


In der Kontrolle waren alle Ingredienzien auBer Fett zugegen. Die 
Systeme wurden fiir 6 Stunden bei 38 bis 39° C in den Thermustaten gestellt. 


Die Ergebnisse zeigt Tabelle II. 


Tabelle II. 


Die lipolytische Wirkung 20°,iger Peptonlésung bei verschiedenem pu. 





Pu-Systeme : 6.6 7.0 7.50 
n1l0NaQOH, verbraucht zur ; 
Titration mit Abzug der Ke keine 

itration mit Abzug der Kon 030 0.55 Secs 
trolle. Durehschnittszah] von 
erf< let 


fiinf Proben 
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Man sieht, daB bei Anwendung von Puffergemisch mit py 7,0 die 
Menge der gebildeten Fettsauren gr6Ber ist; mit diesem optimalen Puffer- 
gemisch haben wir Versuche bei verschiedenen Peptonkonzentrationen 
angestellt. 

Die Methodik ist folgende: Es wurden Proben mit 5 cem Peptonlésung 
von verschiedener Konzentration genommen, 5 cem Phosphatputfer py = 7.0, 
4cem Wasser und I cem Fett. Als Kontrolle diente dasselbe Cemisch 
ohne Fett. 

Die Systeme wurden im Laufe von 6 Stunden im Wasserthermostaten 
bei 38 bis 39° C geschaukelt, wonach sie sofort mit n/ 10 NaOH und Phenol 
phthalein als Indikator titriert wurden. Es wurden Versuche mit 25, 15 
und 10°, Peptongehalt angestelit. Pepton I aus Fibrin und Pepton II 
aus Schweinemagen. bBeide Peptonpraparate waren vom Werke .,Phar- 
makon** bezogen. Die Ergebnisse sind in den Tabellen III bis VI 
wiedergegeben. 

Aus den Tabellen LIT, 1V, V und VI folgt, daB die fettspaltende Wirkung 
des aus Fibrin gewonnenen Peptons bedeutend gréBer ist. AuBerdem 
wurden noch Versuche mit Pepton, aus Fibrin durch Verdauung mittels 
Magensait gewonnen, angestellt. 

Frisch erhaltenes Fibrin, 10 g, wurde mit 15 ccm natiirlichem Hunde- 
magensaft fiir 24 Stunden in den Thermostaten bei 38 bis 39°C zum Ver- 
dauen gestellt. Die unverdauten Teile des Fibrins wurden abfiltriert, das 
Filtrat mit 2°,iger Sodalésung neutralisiert und in drei Proben geteilt. 
Zwei Proben wurden mit Fett angestellt, eine Probe diente als Kontrolle 
ohne Fett. Die Systeme wurden fiir 24 Stunden in den Thermostaten bei 
38 bis 39°C gestellt. wonach sie titriert wurden. Die Ergebnisse zeigt 
Tabelle VIT. | 

Yabelle 111. 


oiger Peptonlésung I und II mit Puffer 


Die lipolytische Wirkung 25‘ 
gemisch pH = 7.0, nach 6 Stunden langem Schaukeln im Thermostaten 
hei 38 bis 39°C. 








Pepton I + Fett Pepton | Kontrolle Durchschnitts- 
ieee _ : . - menge 
Durchsehnitts- 4 Durchschnitts- n 10 NaOH, 
i ero Ab- a "ae Ab. zur Titration 
der n/10 NaOH weichungen der n10 NaOH weichungen ‘er gebildeter 
Proben in cem Proben in ecm Fettsduren 
: verbraucht 
6 3,44 + 0,36 2 2,70 + 0,05 0,74 
6 4,10 + 1.30 2 3.0 110 
4 3,82 + 0,08 2 3,0 0,82 
Pepton I Fett Pepton II Kontrolle Durehsehnitts 
: menge 
Durehschnitts- Durehschnitts- n 10 NaOH, 
Zahl ae nas Ab- Zahl , aenme Ab- zur T tration 
der n10Na0OH weichungen der n10Na0OH weichungen ‘er gebildeten 
Proben in cem Proben in ecm Fettshuren 
verbraucht 
6 3.54 + 0,16 2 3,10 0.44 
6 3.57 + 0.15 2 3,09 - 0.01 0.48 
4 3,53 + 1,20 2 3,10 - 0.43 
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Tabelle IV. 
Die lipolytische Wirkung 20°,iger Peptonlésung1 und II mit Puffer- 
gemisch py = 7,0 nach sechsstiindigem Schaukeln im Thermostaten bei 38 
bis 39°C. 





Pepton I + Fett Pepton I — Kontrolle eem 
- x . cg eee ———— n/l0 NaOH, 
. Durchschnitts- : Durchschnitts- —S 
Zahl menge Ab- Zahl menge Ab- litration der 
der n1l0 NaOH weichungen der n/10 NaOH weichungen gebildeten 
> > . 
Proben in com Proben in cem Fettsduren 
verbraucht 





6 3,98 + 0,06 2 2,88 + 0,07 1,10 

6 3,67 + 0,07 2 2,88 + 0,08 0,79 
Pepton II + Fett Pepton II — Kontrolle 

6 3,30 + 0,02 2 2,97 0,33 

6 3,35 + 0,05 2 2,90 — 0,45 


Tabelle V. 


Die lipolytische Wirkung 15° ,iger Peptonlésung II mit Puffergemisch 





PH 7,0 nach sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 
bis 39°C. 
Pepton + Fett Pepton — Kontrolle 
Durch- Dureh- eem n/10 NaOH, 
Zahl schnitts- Ab- Zahl schnitts- Ab- zum Titrieren 
der menge veichunge der menge weichunge der gebildeten 
Proben njloNaQH | ~*° COMME broben  n/10 NaOH ae Fettsiuren 
in cer in ecm verbraucht 
4 2.67 + 0,10 2 2,40 =~ 0,27 
4 2,72 + 0,08 2 2.50 — 0,22 


Tabelle VI. 
Die. lipolytische Wirkung 10°,iger Peptonlésung II mit Puffergemisch 
pu = 7,0 nach sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten hei 338 
bis 39° C. 





Pepton + Fett Pepton — Kontrolle 
Dureh- Durch- ecm n/10 NaOH 
yr oy Ab- Zahl schnitts- Ab- zum Titrieren 
der enge r der menge c der gebildeten 
? v rel ? richunger 
Proben' @ 10 NaOH velnane Proben n/10 NaOH wetchun , Fettsiuren 
in ecm in ecm verbraucht 
6 2.68 + 0,07 2 2 46 oi 0,22 
6 2,45 + 0,19 2 2,20 _ 0,25 


In diesem Falle hatten wir eine viel staérker ausgedriickte lipolytische 
Wirkung. Diesen Umstand kann man durch das Vorhandensein des Peptons 
der Magenlipase in den Praéparaten erklaren. Jedoch war das px unseres 
Systems fiir die Magenlipase nicht optimal, und eine so bedeutende Spaltung 
ist sehr schwer nur durch die Magenlipase zu erklaren. Daher zeigen die 
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Versuche mit Pepton, daB es bei grober Konzentration eine groBe lipolytische 
Wirkung besitzt. Wie gro8 diese Wirkung ist, kann man nach diesen An- 
gaben schwer ganz sicher feststellen, da der Farbenumschlag des Indikators 
ungenau ist. 


Tabelle VII. 





Pepton + Fett Pepton Kontrolle 
‘ Durehschnitts- : Durchschnitts- c¢m_n 10 NaOH, 
Zahl menge Zahl menge zur Neutralisation 


der n/l0 NaOH Abweichungen der n10 NaOH der gebildeten 


Proben in ccm Proben in cem Fettsduren 
verbraucht 
2 5,88 + 0,01 1 4.88 1.0 
2 5,99 + 0,10 1 4.61 1,29 
2 4.11 + 0,11 1 2.36 1,75 
2 3,63 + 0,01 1 2.35 1,28 
2 4.41 + 0,05 1 2,65 1,76 


Untersuchungen mit Aminosduren. 


Bei der Untersuchung der fettspaltenden Wirkung der Aminoséuren 
wurden | %ige Aminoséurelésungen angewandt, die zuvor mit n 10 NaOH 
neutralisiert wurden. 

Die Proben wurden in folgender Zusammenstellung genommen: 5 cem 
1°, ige Aminosaurelésung. 5 ccm Phosphatpuffer, pu 7,0, und Wasset 
bis 15 cem. 

Die Kontrolle enthielt alle Ingredienzien auBer Fett. und das Gesamt- 
volumen betrug auch 15cem. Die Systeme wurden fiir 6 Stunden in den 
Wasserthermostaten bei 38 bis 39° gestellt. wo sie durch  besténdiges 
Schaukeln gemischt wurden. Nach Verlauf von 6 Stunden wurde mit n 10 
NaOH und Phenolphthalein als Indikator titriert. Bei diesen Versuchen 
wurde bemerkt. daB die Aminosdéuren bei starkem Schiitteln schon bei 


Tabelle VIII. 


Die lipolytische Wirkung von 1! °,ig. Glykokoll (NH,CH,COOH) mit 
Puffergemisch py 7.0 nach sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermo- 
staten bei 38 bis 39°C. 





Glykokoll + Fett Glykokoll — Kontrolle 
Durchsehnitts- Durchsehnitts- 
chac ‘tts. menge menge 
Zahl ey Zahl n 10 NaOH fiir n/l0 NaOH 
der “7 Abweichungen der Titration zur 
Proben n/10 NaOH Proben der Neutralisation 
In ecm gebildeten ler gebildeten 
Fettsdéuren Fettsiuren 
4 2.08 + 0,08 2 1,75 0.33 
4 2.07 + 0,94 2 74 0.33 
9 211 + 0,05 2 1.76 0,35 
Ergebuisse nach dem Schiitteln bei Zimmertemperatur 
5 2,95 t 0,03 2 1,75 0,39 
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Zimmertemperatur Fett spalten. Wir stellten deshalb bei allen Amino- 
séuren stets noch Parallelversuche mit langem Schiitteln der Systeme 
bei Zimmertemperatur an. 

Aus der Tabelle VIII folgt, daB die Alkalimenge, die fiir die Neu- 
tralisation bei sechsstiindigem Schiitteln bei 38 bis 39° C verbraucht wird, 
der beim Schiitteln bei Zimmertemperatur gleich ist. 

Fiir Glykokoll sind die Ergebnisse in Tabelle VIII, fiir Alanin in Ta- 
belle LX, Asparagin in Tabelle X, Glutamin in Tabelle XI, Leucin in Ta- 
belle XII, fiir ein Aminosiéiurengemisch in Tabelle XIII wiedergegeben. 


Tabelle 1X. 


Die lipolytische Wirkung 1°,igen Alanins (NH,CH,CH,COOH) mit 
Puffergemisch px 7.0 nach sechssttindigem Schaukeln im Wasser- 
thermostaten bei 38 bis 39°C. 





Alanin + Fett Alanin Kontrolle 
Durchsehnitts- 
menge 





Zahl Durchschnitts- Zahl Durchsehnitts- n/l0 Na OH, 
der menge Abweichungen der menge zur Neutralisation 
Proben n/10 NaOH Proben n10 NaOH der gebildeten 
in cem in com Fettsiuren 


verbraucht 


9 2,08 + 0,06 2 1,77 0,31 

6 2.05 + 0.05 2 1.73 0.32 
Nach dem Schattely bei Zimmertemperatur. 

4 * 2,07 t 0.05 © 2 1,77 0,30 


Die Wirkung des Alanins ist also vollkommen gleich der des Glykokolls. 


Tabelle X. 


Die lipolytische Wirkung 1 °,iger Lésung von Asparaginsaéure 
(HOOCCHNH,CH,COOH) mit Puffergemisch pu 7.0 nach sechs- 
i stiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 39° C. 





Asparaginsiure + Fett Asparaginsiiure Kontrolle 





Durehschnitts- 
menge 


Zahl Durehschnitts- Zahl Durehschnitts- njl0 NaOH, 
der menge Abweichungen der menge zur Neutralisation 
Proben n/10 NaOH Proben n10 NaOH der gebildeten 
in ecm In ccm Fettsiuren 


verbraucht 


6 1,77 + 0,02 2 1.50 0.27 

5 1,70 + 0,03 2 1,45 0,25 
Nach dem Schitteln bei Zimmertemperatur. 

4 1,83 + 0,02 2 1,55 0,28 


Um neutrale Reaktion gegen Lackmus zu erzielen, muBte man noch 
eine bedeutende Menge Alkali hinzufiigen, und die neutralisierte Asparagin- 
siure gab eine geringe lipolytische Wirkung. 
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Bei Versuchen mit neutralisierter Asparaginsiure wurden fiir die 
gebildeten Fettsauren bis 0,70 cem n/ 10 NaOH verbraucht. 


Tabelle XJ. 


Die lipolytische Wirkung 1 °,iger Glutaminsaéurelésung 
(HOOCCHNH,CH,CH,COOH) mit Puffergemisch px 7,0 nach sechs- 


stiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 bis 39° C. 





Glutamins&ure + Fett Glutaminsiure Kontrolle 





Durchschnitts- 
menge 


We Durchschnitts- - Durchschnitts- 7. 

— menge oy menge ane o Nhe 
m. dl n/l0 NaOH Abweichungen ~ of n/1l0 NaOH mi a one ss 
statins in cem — in cem eS 

Fettsiuren 
verbraucht 
6 2,31 + 0,01 2 1,68 0,63 
5 2,32 + 0,02 2 1,68 0,64 
Nach dem Schiitteln bei Zimmertemperatur. 
Nach d Sck In | Z tem t 
4+ 1,98 + 0,02 2 1,68 0,30 


Aus der Tabelle folgt, daB die gebildete Saure mehr Alkali verbrauchte 
und daB auch die Temperaturverhaltnisse eine bedeutende Rolle spielen. 


Tabelle XII. 


Die lipolytische Wirkung 1°,iger Leucinlésung 
[((CH,)2CHCH,CHNH,COOH] mit Puffergemisch px 7,0 nach sechs- 


stiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 bis 39° C. 





Leucin + Fett 


Leucin Kontrolle 


Durchschnitts- 


P Durchsehnitts- , Durchsehnitts- menee 
Zahl menge Zahl menge _ 10 Na OH, 
oor n/l0 NaOH Abweichungen det n/l0 NaOH zur Neutralisation 
Proben vedlyponsts Proben i. onne der gebildeten 
Fettsiuren 
verbraucht 
6 2,22 + 0,03 2 1,65 0,57 
5 2,28 + 0,02 2 1,64 0,64 
7 2,30 + 0,05 2 1,65 0,65 
Nach dem Schiitteln bei Zimmertemperatur. 
4 2,03 + 0,01 2 1,65 0,38 


Die Alkalimenge, die beim Titrieren verbraucht wurde, war dieselbe 
wie bei der Glutaminséure ; hGhere Temperatur steigert ebenfalls die Leucin- 
wirkung. 
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Tabelle XIII. 
Die lipolytische Wirkung eines 1°,igen Gemisches von Aminoséuren von 
folyender Zusammensetzung: Glykokoll, Alanin. Prolin und eine kleine 
Menge von Valin und Leucin, mit Puffergemisch pu = 7,0. Nach sechs- 
stiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 bis 39° C. 





Aminosdurengemisch + Fett Aminosiurengemisch — Kontrolle 








Durchschnitts- 
menge 


’ Durchschnitts- we Durchschnitts- re 
‘der n 10 N2OH Abweichungen ‘ler n 0 NLO H mi. 1 
Proben “i. oom Proben rd pt der gebildeten 

Fettséuren 
verbraucht 

3 2,05 + 0,04 2 1,62 0,43 

3 2,08 + 0,03 2 1,63 0,45 

3 2,07 + 0,04 2 1,62 0,45 

3 2.10 + 0,02 2 1,62 0,48 

3 2,10 + 0,03 2 1,62 0,48 

Nach dem Schiitteln bei Zimmertemperatur. 
3 1,93 + 0,03 2 | 1,62 0,31 
3 1,94 + 0,08 2 1,62 0,32 


Zur Neutralisation der gebildeten Fettséure wurde weniger Lauge 
verbraucht als bei Leucin und Glutaminséure. 

Die Versuche mit Aminogéuren bestétizen, daB hier ohne Zweifel eine 
Emulgierung des Fettes und dadurch ein geringer Alkaliverbrauch vorliegt. 
Ob es sich hier um eine echte Fettzersetzung handelt, ist eine Streitfrage. 
DaB die verschiedenen Temperaturen bei den Versuchen keinen Unterschied 
gaben, deutet auf keine echte Fettspaltung. Es kann zugegeben werden, 
daB bei der Fettemulsion das Titrieren mit Indikatoren Fehler aufweisen 
kann. Diese Fehler werden in allen Fallen gleich sein. Und tatséchlich 
hatten wir in allen Fallen des Schiittelns bei Zimmertemperatur ein und 
denselben Wert, ungeféhr 0,3 cem n/10 NaOH. 

Die hohen Werte, die bei den Versuchen mit Glutaminséure, Leucin und 
Aminoséurengemisch erhalten worden sind, weisen auf eine lipolytische 
Wirkung hin. Der Unterschied in der Wirkung von neutralisierter und un- 
neutralisierter Asparaginséure erklart, weshalb Falk und Nelson mit dieser 
Aminosaéure eine besonders starke Wirkung erhalten haben. 


Versuche mit Pankreassafjt. 


Der Pankreassaft diente uns zum Vergleich der diesem eigenen lipolyti- 
schen Fermente mit der lipolytischen Wirkung der von uns zu untersuchenden 
Systeme. Am Anfang unserer Arbeit bedienten wir uns des aus dem ,,In- 
stitut fiir experimentelle Medizin‘ erhaltenen Pankreassaftes. Wir aktivierten 
diesen Saft mit Darmsaft. Den Aktivator setzten wir vor dem Vermischen 
der Systeme mit Fett zu, denn die literarischen Angaben weisen darauf hin, 
daB die lipolytiseche Wirkung nur in dem Falle gesteigert wird, wenn der 
Aktivator vor der Vermengung der Fettsysteme mit dem Ferment zu- 
gesetzt wurde (Corran und Lewis). So gibt auch eine gewisse Reihenfolge 
in der Mischung der Reagenzien quantitativ verschiedene Resultate. 
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Daher haben wir in unseren Versuchen eine bestimmte Mischungs- 
reihenfolge eingehalten. 

Am Anfang unserer Arbeit mit Pankreassaft haben wir neben den 
Systemen mit Fett Versuche mit Emulsion angestellt, weil die Fettzersetzung 
die fettspaltende Wirkung des Ferments férdert. 

Die Proben wurden folgendermaBen zusammengestellt: 1 cem Pan- 
kreassaft und | ccm Fett. 

Als Kontrolle diente der Pankreassaft ohne Fett. 

Die Systeme wurden fiir 24 Stunden in den Thermostaten bei 39° C 
gestellt und dann mit n/10 NaOH und Phenolphthalein als Indikator 
titriert. Die Emulsion wurde nach der Pharmakopée hergestellt, jede Probe 
enthielt 5cem 5°,ige Emulsion und 1 cem Pankreassaft. Als Kontrolle 
dienten 5cem 5°,ige Emulsion. 


Die Ergebnisse sind in der Tabelle XIV enthalten. 


Tabelle XIV. 
Die lipolytische Wirkung des Pankreassaftes (bezogen aus dem Institut fiir 
experimentelle Medizin) auf Fett und Emulsion nach 24stiindigem Stehen 
im Thermostaten bei 38 bis 39°C. 








Pankreassaft + Fett Pankreassaft + Emulsion 
Durchschnittsmenge Durchschnittsmenge 
: n/10 NaOH, 3 n10 NaOH, 
Zahl zum Titrieren Zahl zur 
der der gebildeten Ab-veichungen der Neutralisation Abweichungen 
Proben Fettsdaren ; Proben der fettsiuren 
verbraucht, verbraucht, 
minus Kontrolle minus Kontrolle 
10 0.67 + 0,06 5 1,53 + 0,05 
6 0,64 + 0,06 6 2,36 + 0,06 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die hydrolysierende Wirkung viel 
stirker bei der Emulsion auftritt. 

Bei den weiteren Versuchen benutzten wir jedoch nur Fett, um die 
schadliche Wirkung der Arabanséure aus dem Gummi arabicum zu _ ver- 
meiden; durch bestaéndiges Schaukeln im Wasserthermostaten wurde der 
Pankreassaft hinreichend mit dem Fett vermengt. In den folgenden Ver- 
suchen benutzten wir den Pankreassaft eines Hundes aus dem Laboratorium 
fiir physiologische Chemie an der Militér-Medizinischen Akademie. Der 
bereits operierte Hund gab schon einen aktivierten Saft. AuBerdem setzten 
wir in unseren Versuchen zur Aktivierung noch Darmsaft hinzu. 

Bei den Versuchen mit Pankreassaft im Pufferniveau benutzten wir 
ein Phosphatpuffer-gemisch mit py = 8,6, das als optimal fiir die Wirkung 
des Pankreassaftes gilt. Die Zusammenstellung der Systeme war folgende: 
5ecm Puffergemisch, 1 ccm Pankreassaft, 1 ccm Fett, mit Wasser auf 
l5cem aufgefiillt. 


Die Kontrolle enthielt alle Ingredienzien auBer Fett, das Volumen 
wurde auch mit Wasser auf 15 ccm aufgefiillt. 

Die Systeme wurden im Wasserthermostaten bei 38 bis 39° C im Laufe 
von 6 Stunden geschaukelt und dann mit n/10 NaOH und Phenolphthalein 


3* 
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als Indikator titriert. Die ersten drei in der Tabelle angegebenen Ver- 
suche wurden mit frischem Pankreassaft angestellt. 

Die Versuche 4 und 5 wurden ohne Puffergemisch, nur mit Pankreas- 
saft erganzend aktiviert und unaktiviert durchgefiihrt. 


Tabelle XV. 
Die lipolytische Wirkung des Pankreassaftes mit Puffergemisch pa = 3,6 
nach sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 bis 39°C. 





Zahl der 


. > i shnitts 2 ) Na ¢ 
Versuche Proben in Durchnittsmenge n/10 NaOH 


den zur Neutralisation Abweichungen Bemerkungen 
einzelnen der gebildeten Fettséuren 
Nr. Versuchen 
1 4 2,11 + 0.10 Durch Darmsaft 
a aktiviert 
2 3 1,21 + 0,06 Unaktiviert 
3 4 1,29 t 0,10 Unaktiviert 
| 3 0.93 - 0,02 Durch Gallens&uren- 
4 = salze aktiviert 
4 0,82 + 0,02 Unaktiviert 
5 1,12 + 0,02 Durch Darmsaft 
5 ™ aktiviert 
{ 6 0,92 + 0,05 Unaktiviert 


Die Aktivatoren in den Versuchen 4 und 5 zeigten keine bedeutende 
Steigerung der lipolytischen Wirkung. 

Der Pankreassaft wurde jedesmal frisch entnommen, jedoch sind, wie be- 
kannt, die Bestandteile des Saftes eines Hundes nicht immer gleich, und zwar 
aus verschiedenen Griinden. Daher sind die Schwankungen in den Resul- 
taten auf den ungleichen Gehalt an lipolytischem Ferment in jeder einzelnen 
frischen Portion zuriickzufiihren. 

Bei der Untersuchung der Pepton- und Aminoséurenwirkung ge- 
brauchten wir Phosphatpuffer py = 7,0. Um einen Vergleich zwischen der 
Fermentwirkung und unseren Systemen zu ziehen, stellten wir Versuche mit 
Pankreassaft und Phosphatpuffer pp = 7,0 an. Ergebnisse in Tabelle XVI. 


Tabelle XVI. 
Die lipolytische Wirkung des Pankreassaftes mit Puffergemisch po = 7,0 
nach sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 bis 39° C. 











Pankreassaft + Fett Pankreassaft — Kontrolle Durch- 
| ae eo eS CU 
> 10 
Dureh- A Durch- mNeO ) H 
my schnitts- Ab- _— schnitts- re "ae Bemerkungen 
der = menge n/10 wes er = menge 0/10 wen . ; 
Probes NaOH weichungen Proben NaOH weichungen —— 
in eem in cem Fettsiuren 
6 380 +005 2 1.52 £002 2,28 |, Aktivierter 
= Saft 
6 2.92 + 0,07 2 1.52 + 0,01 1.14 io ~- weeeael 
Saft 


Der zugesetzte aktivierte Saft arbeitete in diesem Falle besser als der 
unaktivierte. 
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Beim Vergleich der Wirkung des Pankreassaftes mit der des Peptons 
und der Aminoséuren kann man sagen, daB die lipolytische Wirkung des 
Pankreassaftes deutlicher ist als bei Pepton und den Aminoséuren. 

Der Verbrauch von n/10 Natronlauge durch Fett beim Schiitteln mit 
Aminoséuren bei Zimmertemperatur lie8 uns den Versuch nur mit Pan- 
kreassaft unter verschiedenen Bedingungen anstellen. 

Wir untersuchten die lipolytische Wirkung von Pankreassaft : 

1. beim Schaukeln der Systeme im Wasserthermostaten ; 

2. bei nur fiinfminiitigem Schiitteln bei Zimmertemperatur ; 

3. beim Stehen im Thermostaten bei 38°C im Laufe von 24 Stunden, 

4. bei 24 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur. 

Die Versuche wurden folgendermaSen angestellt : Man vermischte 1 cem 
Pankreassaft, 5cem Puffergemisch pa = 8,6, 1 cem Fett und brachte das 
Volumen mit Wasser auf 15 ccm. Als Kontrolle diente dieselbe Mischung, 
auBer Fett. Resultate in Tabelle XVII. 


Tabelle XVII. 
Die lipolytische Wirkung des Pankreassaftes unter verschiedenen Versuchs- 
bedingungen mit Puffergemisch py 8.6. 


























Schaukeln im Wasserthermostaten Schiitteln bei Zimmertemperatur 
bei 38 bis 39°C im Laufe von 6 Std. wihbrend 5 Min. 
unaktiviert aktiviert unaktiviert aktiviert 
. ecm t g, ecm ow cem - ecm 
Zabl  npn0 NsOH) #4 @ nto NaoH «244 nno NaOH | Z#®! | n10 NaOH 
der der a der ; der ‘ 
Proben (Durch- Proben (Durch- Proben (Durch- Proben (Durch- 
schnitt) schnitt) schnitt) schnitt) 
6 0,9 6 1,19 4 0,66 + 0,74 
Stehen im Thermostaten bei 38 bis 39°C Stehen bei Zimmertemperatur 
im Laufe von 24 Std. im Laufe von 24 Std. 
unaktiviert aktiviert unaktiviert . aktiviert 
5 ecm Te ecm r, ecm 7. ecm 
Zabl nto NaOH || 228 no NaoH |) 4" | ano NaoH| 4" no NaOH 
. (Durch- . (Durch- s (Dureh- > (Dureh- 
Proben schnitt) Proben schnitt) Proben schnitt) Proben schnitt) 
2 0,67 2 0,75 2 0,31 


Die Versuche zeigen die beste Fermentwirkung nach sechsstiindigem 
Schaukeln im Wasserthermostaten. 

Beim Stehen im Thermostaten, wo das Fett aufschwimmen kann und 
die Beriihrungsflache des Fettes mit dem Saft gering ist, ist die Wirkung 
sogar nach 24 Stunden viel geringer. 


Sogar nach kurzdauerndem Schiitteln zeigt sich die lipolytische Wirkung. 
Méglich, daB ein Teil dieser Wirkung nur scheinbar ist und von den von 
uns schon friiher angegebenen Fehlern beim Emulgieren herriihren kann, 
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aber entscheidend ist einerseits fiir die vorigen Angaben und andererseits 
fiir den Vergleich des aktiviertes Saftes mit dem unaktivierten, daB die 
ersten Lipaseerscheinungen schon sehr deutlich in den ersten Minuten der 
Einwirkung hervortreten. 


Versuche mit Puffergemischen. 

Da ein Teil der lipolytischen oder emulgierenden Wirkung durch die 
Wasserstoff- und Hydroxylionen oder speziell durch die Eigenschaften 
des Puffergemisches hervorgerufen werden kann, so wurden von uns auch 
Versuche nur mit Puffergemisch angestellt. Die Zusammensetzung des 
Puffergemisches pa = 7,0 war folgende: 50 ccm 0,2 mol. KH,PO, und 
29,63 cem 0,2n NaOH wurden mit Wasser auf 200 cem verdiinnt. 

Das Puffergemisch po = 8,6 wurde aus 50 ccm 0,2 mol. Borséure, 
12,00 cem 0,2n NaOH und Auffiillen mit Wasser auf 200 cem hergestellt. 

Fiir den Versuch wurden genommen: 5ccm Puffergemisch, 9 ecm 
Wasser und | ccm Fett. Als Kontrolle diente Puffer ohne Fett in demselben 
Volumen Wasser. 

Die Resultate sind in Tabelle XVIII angefiihrt. 


Tabelle XVIII. 


Die lipolytische Wirkung des Phosphatpuffergemisches py = 7,0 nach 
sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 bis 39° C. 








Puffer + Fett Puffer— Kontrolle Durehschnittsmenge 
Zahl stoalin n/1l0 NaOH 
der Durchschnitts- Durchsehnitts- zur Neutralisation 
Proben menge Abweichungen | menge der gebildeten 
n/10 NaOH n/10 NaOH Fettsdéuren 
6 2,06 + 0,02 1,77 0,29 
5 2,05 + 0,02 1,77 0,28 


Puffergemisch py = 8,6. 
Sechsstiindiges Schaukeln im Wasserthermostaten bei 38 bis 39°C. 


5 | 0,21 + 0,04 0,08 0,13 


Nach den Angaben der Literatur bilden die Phosphate ein giinstiges 
Milieu, um die Aktivitét der Lipase hervorzuheben (Platt und Dawson) 
ohne selbst lipolytische Wirkung zu zeigen. Die von uns erzielten Resultate 
zeigen, daB sie entweder doch ganz gering wirken, oder da8 das Fett beim 
langen Schiitteln emulgiert, wobei der Farbenumschlag des Indikators so 
undeutlich wird, daB man hier einen Unterschied von 0,3 ccm erhalten 
kann. 

Dieselbe Erscheinung treffen wir bei den Aminoséuren an. Um diese 
Frage zu lésen, waren wir gezwungen, zu einer anderen Methode zu greifen, 
die die Subjektivitét beim Titrieren mit Indikatoren nicht zeigt. 

Eine von jeglicher Subjektivitét freie Methode bei der Bestimmung 
des Endpunktes des Titrierens ist die elektrometrische Methode. Mit Hilfe 
dieser Methode haben wir eine ganze Reihe von unseren Arbeiten gepriift 
in bezug auf die lipolytische Wirkung von Pepton, Aminosaéuren und Amino- 
séurengemisch. 
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Versuche mit elektrometrischem Titrieren. 


Die Versuche mit den lipolytischen Systemen wurden ebenso wie 
friiher angestellt. Nach sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten 
wurden die Systeme nach der elektrometrischen Methode titriert. Bei 
diesem Titrieren konnten wir uns nicht mit dem gewdhnlichen elektro- 
metrischen Titrieren mit der Glockenelektrode begniigen (.Wichaelis), da 
dieses Titrieren fiir Fliissigkeiten, welche Kohlenséure enthalten, untauglich 
ist. Daher wandten wir folgende Methode an: 

Vor dem Schaukeln im Thermostaten wurde das py sowohl in den 
Kontrollproben, als auch in den Proben des lipolytischen Systems bestimmt. 
Nach sechsstiindigem Schaukeln im Wasserthermostaten wurde zur Kontrolle 
und zum lipolytischen System eine gleiche Menge n/10 Natronlauge hinzu- 
gefiigt und wiederum das px bestimmt; wahrend in den ersten zwei Be- 
stimmungen die Werte iibereinstimmten, war das px in den anderen zwei 
Bestimmungen der lipolytischen Systeme kleiner. 

Da in den Puffergemischen zwischen den geringen Verschiebungen 
des pr und der verbrauchten Laugenmenge ein vo6lliger Parallelismus 
herrscht (eine geradlinige Abhangigkeit), so kann man aus der Differenz 
des px der Kontrolle und des lipolytischen Systems leicht die Menge n/10 
Lauge berechnen, die man zum letzteren zugieBen muB, um ein gleiches px 
wie das der Kontrolle zu erzielen. 

Das px wurde in einer ,,V‘*-férmigen Wasserstoffelektrode (Michaelis) 
bestimmt. Vor jeder Bestimmung wurde die Elektrode sorgfaltig gewaschen 
und platiniert. Wie unsere Beobachtungen schon gezeigt haben, ist die 
dichte Fettschicht fiir die genaue Bestimmung sehr stOrend. Daher wurde 
das aufschwimmende Fett vorsichtig mittels einer Pipette mit Gummi- 
ballon aufgesogen. Der Wasserstoff wurde einem Kippschen Apparat 
entnommen und mit Sublimatlésung, Kaliumpermanganat und Pyrogallol 
in Natronlauge gewaschen. 

Das Schaukeln der Elektrode mit der Wasserstoffblase, um die Elek- 
trode und die Fliissigkeit mit Wasserstoff zu séttigen, wurde im Laufe 
von 10 bis 15 Minuten vorgenommen. Um sicher zu sein, dab das gesuchte 
Potential erreicht war, wurde der Versuch mit jeder Probe dreimal aus- 
gefiihrt. 

Als Elektrode mit konstantem Potential wurde die von uns praparierte 
Kalomelelektrode benutzt. Ihr Potential, das nach dem Acetatpuffer 
pu = 4,62 (Michaelis) bei 20°C gepriift worden war, betrug 0,249 Volt. 
Die Verbindung der Kalomelelektrode mit der Wasserstoffelektrode wurde 
mittels einer Schale mit KCl-gesattigter Lésung und eines Hebers mit 
KCl-Agar erreicht. 

Die Potentialdifferenz der Kalomel- und Wasserstoffelektrode wurde 
nach der Kompensationsmethode (siehe Tereschin) bestimmt. 

Als Vergleichselement wurde von uns das Normalelement von Weston 
mit der elektromotorischen Kraft von 1,0083 Volt benutzt. 

Als Nullinstrument benutzten wir das Galvanometer von Hartmann 
und Braun. 

Nach der Bestimmung der Potentialdifferenz der Wasserstoffkette 
wurde das px nach folgender Formel bestimmt: 


E— E, 
Pu - K 
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Tabelle XIX. 
zur elektrometrischen Bestimmung der lipolytischen Wirkung 
verschiedener Systeme. 








Aminosauren- 


II. 


Ill. Aminosauren- 


V. 20 %ig. 


Peptonlésung | 


Pankreas- 
saft 


VI. 


Untersuchtes 


I. Phosphat- 
puffer 


System 


7,0 


emiscl 
gemisch Pu 


gemisch 


IV. Léucin 





Zu- 
sammensetzung 
des Systems 


Kontrolle: 
5 ccm Puffer, 
10 . Wasser 
System : 
leem Fett, 
5 . Puffer, 
9 . Wasser 


Kontrolle: 
5cem 1 pig. Lésung 


Aminoséurengemisch, 


5ecem Puffer, 

5 . Wasser 
System: 

lecem Fett, 


5 . 1 Jig. Lisung 


Aminos&urengemisch, 


5 cem Puffer, 

4 ., Wasser 
Kontrolle: 

5 cem 1 %/,ig. Lésung 


Aminosturengemisch, 


5cem Puffer, 

5 , Wasser' 
System: 

1 cem Fett, 

5 , 1 ig. Lésung 


Aminosdéurengemisch, 


5 ccm Puffer, 
4 ., Wasser 


Kontrolle: 
5cem 1 °/oig. Lésung 
Leucin, 
5 . Puffer, 
5 . Wasser 
System: 
leem Fett, 
5 . 1 cig. Lésung 
Leucin, 
5 . Puffer, 
5 . Wasser 


Kontrolle: 

5 cem Peptonlésung, 

& , Pune, 

5 . Wasser 
System: 

1 cem Fett, 

5 . Peptonlisung, 

S « ffer, 

4 ., Wasser 
Kontrolle: 

1 cem Pankreassaft, 

5 , Puffer, 

9 . Wasser 
System : 


leem Fett, 

1 . Pankreassaft, 
5 , Puffer, 

8 Wasser 





6,99 6,99 





w. 2 





to 


or 


or 





Lr 
= 


2,0 


2,0 


2,0 
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wo E die beobachtete Differenz der Potentiale in Volt ausmacht, FE; das 
Potential der Kalomelelektrode, K die Konstanie, die abhangig von 
der Temperatur ist (fiir 20°C 0,0587; bei Temperaturzunahme um 1° 
nimmt K um 0,0002 zu). 

Auf lipolytische Wirkung wurden gepriift: Phosphatpuffergemisch 
pu = 7,0; Leucin und Aminoséurengemisch in 1°,iger Lésung; 20°, ige 
Peptonlésung, aus Fibrin, vom Werke ,,Pharmakon* bezogen, und zum 
Vergleich frisch gesammelter Pankreassaft. 

Die Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle XIX angefiihrt. 

Die Angaben dieser Tabelle zeigen, daB das Puffergemisch an und fiir 
sich keine Fettspaltung gibt. Leucin hat eine schwach spaltende Wirkung. 

Das Aminoséuregemisch gibt eine geringe Spaltung. Pepton zerlegt 
das Fett in bedeutender Menge. 

Beim Vergleich der beim Titrieren mit dem Indikator erhaltenen 
Resultate mit den Ergebnissen der elektrometrischen Bestimmung sehen 
wir, daB wir im ersten Falle bei energischer Emulgierung einen systemati- 
schen Fehler haben, und zwar bei guter Pufferung von 0,2 bis 0,30 cem 
n/10 Lauge. 

Wenn wir diesen systematischen Fehler in Betracht ziehen und die 
beim Titrieren mit dem Indikator erhaltenen Ergebnisse korrigieren, so 
erhalten wir Resultate, die identisch mit den elektrometrischen Werten 
sind. Die Ubersicht iiber die Angaben der Titration mit Phenolphthalein 
mit hinzugefiigter Korrektur und die Ergebnisse der elektrometrischen 
Titration ist in der Tabelle XX gegeben. 


Tabelle XX, 


Die Gesamtergebnisse bei Titration mit Phenolphthalein und bei elektro 
metrischer Titrierung. 





Resultate 
Titration mit ae Titration mit der 
Untersuchtes Phenolphthalein my Phenolphthalein elektrometrischen 
System (Durchsehnitt) n/l0 NaOH nach Korrektur, Titration, aus- 
cem n/l0 NaOH ics in ecm nj/l0 NaOH gedriickt in cem 
n/l0 NaOH 
Puffer- 
gemisch 0,29 0,29 0 0 
Glykokc ll 0 34 0,29 0,05 wurde n. bestimmt 
Alanin 0,31 0,29 0,02 wurde n. bestimmt 
Asparagin- 
saure 0,26 0.29 0 wurde n. bestimmt 
Leucin 0,62 0,29 0,33 0,28 
Aminosauren- 
gemisch 0,46 0,29 0,17 0.16 
Pepton 0.91 0,29 0,62 0,71 
Pankreassaft 1,40 0,29 1,11 0,86 
SchluB. 


Auf diese Weise zeigen unsere Angaben, da einige organische 
Systeme allem Anschein nach eine lipolytische Wirkung besitzen. 
Diese Wirkung ist schwerlich allen Aminoséuren zuzuerkennen, wie 
Falk und Nelson meinten, aber bei einigen, wie z. B. bei Leucin, ist 
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sie jedoch anzunehmen, da diese Stoffe sogar bei Beriicksichtigung des 
pu und auch der Fehler beim Titrieren mit dem Indikator noch lipo- 
lytische Wirkung zeigen. Das tritt besonders deutlich bei Leucin her- 
vor. Beachtenswert ist der Umstand, daB Leucyl-Glycyl-Glycin als 
besonders starker Aktivator der Lipase auftritt (Wéillstdtter und 
Memmen). 

Bei Pepton ist die lipolytische Wirkung starker ausgedriickt, aber 
es ist hier nicht zu vergessen, daB bei den angewandten groBen Pepton- 
konzentrationen dessen Pufferkapazitat groB ist, daher kann bei Pepton 
auch der Fehler gréBer sein. 

Wenn man versuchen wollte, die lipolytische Rolle des Peptons in 
physiologischen Verhaltnissen zu priifen, so wird dieselbe, unseren 
Angaben nach zu urteilen, nicht groB sein, aber man darf dabei nicht 
vergessen, dab die Lipasensysteme ihre Aktivitaét nur bei Verbindung 
einer Reihe von Komponenten zu einem zusammengesetzten Komplex 
aufweisen. Solch einen zusammengesetzten Komplex haben wir in 
unserer Arbeit nicht gesucht. Wir hatten es bis jetzt mit recht einfachen 
Systemen zu tun. Aber sogar die Untersuchung der einfachen Systeme 
hat schon bewiesen, daB dieses Gebiet noch lange nicht geniigend 
erforscht worden ist und daB es vielleicht gar nicht so fruchtlos ist. 


SchluSfolgerung. 


Die erhaltenen Ergebnisse lassen uns folgende Schliisse ziehen: 

1. Beim Emulgieren der Fette kann das Titrieren mit dem Indikator 
einen kleinen Fehler ergeben, der vom Fehler des Indikators und von 
der subjektiven Bestimmung des Titrationsendpunkts herriihren kann. 

2. Glykokoll, Alanin, Asparaginséure besitzen, allem Anschein 
nach, keine lipolytische Wirkung, oder dieselbe ist sehr unbedeutend. 

3. Leucin und Glutaminsdure besitzen eine schwache lipolytische 
Wirkung. 

4. Pepton in groBen Konzentrationen besitzt eine wahrnehmbare 
lipolytische Wirkung. 

5. Bei fermentativer Verdauung des Fibrins durch Magensaft gibt 
das erhaltene Pepton eine starke lipolytische Wirkung. 


Zusatz I. 


Zur Charakteristik des neutralen Fettes, das wir aus Helianthi-Ol 
erhalten und mit dem wir unsere Versuche angestellt hatten, haben wir 
einige seiner Konstanten bestimmt, und zwar das spezifische Gewicht, die 
Jodzahl und den Brechungsexponenten. 

Das spezifische Gewicht wurde mit dem Pyknometer bestimmt. Die 
Jodzahl wurde nach Hibi bestimmt. 

Der Brechungsexponent wurde mit dem Refraktometer von Pulfrich 


bestimmt. 
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Als Licht diente uns die Natriumflamme. Die Resultate der Be- 
stimmung sind in Tabelle I angegeben. 


Tabelle J. 


Konstanten des neutralen Fettes. 





Proben des Spezifisches Brechungs- 
neutralen Fettes Gewicht Jodzahl exponent Bemerkungen 
N bei 15°C bei 15°C 
Nr. 
1 0,9242 111,0 1,4767 Mittel von 2 Analysen 
2 0,9259 106,7 1,4760 Mittel von 2 Analysen 


Nach Demjanow | 
und Prjanisch- ‘iho 104,1—142,2.  1,4735 


nikow 


Aus dieser Tabelle ersieht man, daB die Konstanten, die unser Fett 
charakterisieren, in der erforderlichen Grenze fiir dieses Fett liegen. 


Zusatz Il. 


Zur Charakteristik des Pankreassaftes fiihren wir den Prozentgehalt der 
Trockensubstanz und der Asche im Pankreassaft an, mit dem wir unsere 
Versuche angestellt haben. 

Tabelle Il. 


Gehalt an Trockensubstanz und Asche im Pankreassaft. 





Trocken- Asche 


substanz 0 
0 


Pankreassaft Bemerkungen 


>< us os 6k 2.26 1,73 Mittel von 2 Proben 
Unektiviert. ...... 2,09 0.75 Mittel yon 2 Proben 
Nach Hammarsten ... 1,28—1,74 0,69—0,88 
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Untersuchungen auf dem Gebiete der Lederchemie. 


I. Mitteilung: 
Verschiebung des isoelektrischen Punktes von Kollagen nach Einwirkung 
von Trypsin. 


Von 


N. J. Gawrilow und A. Simskaja. 


(Aus dem Laboratorium fii biologische Chemie des wissenschaftlichen 
Instituts fir Lederindustrie in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1931.) 


In den Arbeitsplan des biochemischen Laboratoriums sind eine 
Reihe Untersuchungen aufgenommen worden, die sich mit den chemi- 
schen Veradnderungen der Haut wahrend des Beizens beschaftigen 
sollen. Unsere Absicht war, ohne uns einer eingehenden Kritik der 
existierenden Theorien zu widmen, die verschiedenen chemischen Ver- 
anderungen der Haut wahrend des Ascherns und wahrend der fermen- 
tativen Einwirkung zu untersuchen. Vorliegende Mitteilung stellt ein 
Glied aus dieser Arbeit dar. 

Es wurde von M. Lloyd! der Gedanke geéuS8ert, da8 Gelatine in zwei 
isomeren Formen —- der Keto- und der Enolform — existieren kénne. 
Thre Untersuchungen fanden jedoch in der Literatur zu wenig Anerkennung, 
obwohl viele Forscher durch eine Reihe von Versuchen (Wilson und Mit- 
arbeiter, Smith, Davis und Oakes u. a.*) die Méglichkeit dieser Existenz 
erwiesen. Meistenteils berief man sich bei dieser Annahme von zwei iso- 
meren Formen auf die Tatsache, daB es fiir Gelatine zwei isoelektrische 


Punkte gibt. 

Wir halten die Existenz von zwei desmotropen Formen der 
Gelatine, der Keto- und der Enolform, fiir wenig wahrscheinlich; viel 
begriindeter scheint uns die Annahme zweier tautomerer Formen, die 
sich bei bestimmten py in Gleichgewicht befinden. Es kénnen sich also 


1 Lloyd, Biochem. Journ. 14, 147, 1920. 
29. 


2 Wilson u. Kern, Journ. Amer. chem. Soc. 44, 2633, 1922; Smith, eben- 
daselbst 41, 135, 1913; Davis u. Oakes, ebendaselbst 44, 464, 1922; Briefer 
u. Cohen, Ind. and Eng. chem. 20, 408, 1928; Carpenter, Dahlberg, Heming, 
ebendaselbst 20, 397, 1928. 
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nicht alle Ketoformen des EiweiBes in Enolformen umlagern, sondern 
bei gewissen Reaktionsverhiltnissen befinden sich gleichzeitig Keto- 
und Enolverbindungen im EiweiB. Die Isomerisation von Eiwei8 kann 
hauptsachlich an Stelle der Peptid- oder Anhydridbindung stattfinden: 


Anhydridbindung 


Keton Enol 

NH N NH 
R,HC’ CO R,—CH C—OH R,—( C—OH 
co. /cn—r, oH—c. /cH—-R,  HO-—C ‘cr, 

NH N NH 

a 8 


Peptidbindung 


keton NH,—CH—C—NH—CH—COOH 


R, O Ry 
Enol («@) NH,—CH—C=N—CH--COOH 


R, OH R, 
Enol (3) NH,—C=C—NH—CH—COOH 


R, OH Ry 


Es ist bekannt, daB die Enolform zwei isomere Strukturen besitzen 
kann, von welchen die «-Form durch Wanderung des labilen' Wasser- 
stoffs vom Stickstoff und Cie £-Form unter Verschiebung des Wasser- 
stoffatoms vom benachbarten Stickstoffatom gebildet /wird. 

Beide Enolformen weisen alle Eigenschaften der Oxygruppe auf 
und reagieren sauer. Die Bildung von Enolformen aus der neutralen 
Ketoform muB folglich den Sauregrad der ganzen Verbindung ver- 
stirken und den isoelektrischen Punkt nach der sauren Seite ver- 
schieben. Solch eine Veranderung der sauren Eigenschaften des Ei- 
weiBes, welche sich durch eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes 
nach der sauren Seite kundgibt, kann nicht nur durch Enolisation, 
sondern auch durch Entfernung der basischen Aminogruppen im EiweiB 
oder durch ihre Neutralisation bewerkstelligt werden. 

Thomson und Foster’ konnten durch Desaminieren von Gelatine den 
isoelektrischen Punkt auf px 3,5 bis 4,0 (statt des normalen 4,7) verschieben. 
Durch Einwirken von Formaldehyd, wobei die Aminogruppen methyliert 
und neutralisiert werden, lieB sich der isoelektrische Punkt der Gelatine 
nach Gerngross und Bach* von px 4,7 auf 4,3 bringen. 

Es ist auch bekannt, daS bei alkalischer Reaktion das Gleichgewicht 
der tautomeren Formen sich auf die Seite der Enolform verschiebt und dali 
dagegen saure Reaktion die Bildung der Ketoform begiinstigt. Nach Ein- 


1 Thomson u. Foster, J. A. L. C. A. 1926, 8. 218. 
2 Gerngross u. Bach, Koll. 1924, 8. 47. 
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wirkung von Alkalien auf Bl6Ben konnte Briefer! daraus Gelatine mit einem 
zur sauren Seite verschobenen isoelektrischen Punkt bei px 4,0 herstellen. 
Die Bearbeitung von Kollagen mit Séuren hatte einen starken ketoni- 
sierenden Effekt und driickte die sauren Funktionen so stark herab, daB 
die erhaltene Gelatine einen isoelektrischen Punkt bei px 8,0 aufwies. 
Dieser Punkt liegt sehr nahe zu dem zweiten von Wilson und Mitarbeitern 
beobachteten isoelektrischen Punkt der Gelatine. 

Auf Grund der angefiihrten Erfahrungen kann man den SchluB 
ziehen, daB der isoelektrische Punkt des Kollagens sich bei der Eno- 
lisation der Peptid-Anhydridbindung nach der sauren Zone verschieben 
muB. 

Groh und Handk* konstatierten bei ihren Untersuchungen der Ad- 
sorptionsspektren von Eiwei8 nach Alkalisieren und nach Einwirkung 
von Enzymen eine Vergr6B8erung der selektiven Adsorption und brachten 
diese Erscheinung in Zusammenhang mit der Bildung von chromophoren 
Enolgruppen. Wir konnten deshalb erwarten, daB wéhrend des Beizens 
unter der Einwirkung von alkalischen Lésungen und Enzymen eine Enolisa- 
tion des Kollagens und folglich eine Verschiebung des _ isoelektrischen 
Punktes nach der sauren Zone stattfinden wiirde. 

Unsere Versuche haben gezeigt, daB nach Einwirkung von Enzym 
auf Kollagen der isoelektrische Punkt von pq = 4,7 bis auf po = 3,4 
verschoben wird; daB also ein merklicher Zuwachs der Aziditat des 
EiweiBes stattfindet. Derselbe ProzeB vollzieht sich bei gleichem 
pu- Wert, aber ohne Enzym viel langsamer. Geaschertes Kollagen wies 
nach 2 Monaten einen isbelektrischen Punkt bei pa = 4,5 auf. Nach 
Einwirken von Alkalien verschob sich der isoelektrische Punkt des 
Kollagens auf pa = 4,1; nach enzymatischer Behandlung bei gleichem 
pu-Wert auf pr = 3,4. 

Wir sehen hierin eine Bestatigung der Beobachtungen von Groh 
und Handk, welche nach Enzymeinwirkung eine Zunahme der chromo- 
phoren Gruppen im Eiwei® feststellten und diese Erscheinung durch 
Enolisation der Peptidbindungen erklart haben. 

Der isoelektrische Zustand des EiweiBes ist von groBer Bedeutung 
beim Gerben. Es ist bekannt, daB im isoelektrischen Punkt die Fallung 
von Eiwei8 durch Tannin am vollstandigsten ist. Es ist sehr méglich, 
daB der wahrend des Beizens stattfindende Aziditaétszuwachs des Ei- 
weiBes in dem GerbprozeB eine gewisse Rolle spielt. Auf diese Frage 
gibt uns unsere Untersuchung noch keine Antwort: aber die bedeutende 
Verschiebung des isoelektrischen Punktes ist schon an und fir sich 
eine interessante Tatsache, die auch praktische Bedeutung haben kann. 

Wir miissen noch durch direkte Versuche die Bildung von Enolen 
bestatigen. Denn nur in diesem Falle kann unsere Annahme, obwoh! 


1 Briefer, Ind. and Eng. chem. 21, 266, 1929. 
2 Groh u. Handk, Zeitschr. f. phys. Chem. 169, 190, 1930. 
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sie sich auf Erscheinungen, die nicht nur von uns beobachtet, sondern 
auch friiher von anderen beschrieben wurden, als bewiesen gelten. 
In dieser Richtung setzten wir unsere Untersuchungen fort. Es sind 
bisher noch keine Enzyme bekannt, deren Funktion es ist, tauto- 
mere Umlagerungen hervorzurufen; allein es ist sehr wahrscheinlich, 
daB die Geschwindigkeit von tautomeren Umwandlungen fiir eine ganze 
Reihe von wichtigen Lebensprozessen von gréBter Bedeutung ist. Wir 
finden, daB der enzymatische Charakter der Anderung des isoelektrischen 
Punktes in unseren Versuchen als festgestellt gelten kann und schreiben 
diese Anderung der Wirkung einer ,,Enolase“ zu. 


Arbeitsmethoden. 


Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes von Gelatine wandten 
wir eine Methode an, die darauf begriindet ist, daB man im isoelektrischen 
Punkt aschefreie Gelatine erhalten kann'. Wir verfolgten nicht das Ziel 
volistaéndig aschefreies Kollagen herzustellen; wir nahmen daher fiir den 
isoelektrischen Punkt denjenigen pxu-Wert an, bei welchem der Calcium- 
gehalt des Kollagens ein Minimum aufwies. Die Leichtigkeit der Calcium- 
bestimmungen vereinfacht sehr die ganze Untersuchung. Nachdem der 
isoelektrische Punkt nach der sauren Seite passiert ist, nimmt der Calcium- 
gehalt des EiweiBes wieder zu. Diese Erscheinung la8t sich durch Bildung 
von sauren Komplexen aus Calciumsalzen und Stickstoffgruppen erkléren. 

Zur Beschleunigung des Prozesses wandten wir in unseren Versuchen 
nicht Haut, sondern Hautpulver an, welches hauptséchlich aus Kollagen 
bestand. Zur Bereitung des Hautpulvers konnten wir keine der be- 
schriebenen Methoden anwenden. denn in allen wird das Pulver gebeizt, 
oder mit Chrom oder Formalin etwas gegerbt. Wir nahmen die Grundziige 
der Methodik von Tatarskaja*, lieBen aber jegliche Behandlung der BléBen 
weg und beschrankten uns auf Waschen und rasches Trocknen bei niedriger 
Temperatur. 

Nach dem Aschern wurden die BléBen von der oberen und unteren 
Schicht befreit. Die mittlere Schicht bestand aus fast reinem Kollagen 
(Tatarskaja und Kiintzel*). Die BléBen wurden in Stiicke geschnitten, im 
Apparat von Faust-Heim bei 30 bis 37° getrocknet und dann gemahlen. 
Das erhaltene Hautpulver wurde fiir die Versuche verwendet. 


Bestimmungsverfahren. 


Eine ganze Reihe von Proben, von je 2g Hautpulver, wurden mit 
75 cem Milchséure von verschiedener Konzentration, von n/1000 bis zu 
0,015n versetzt. Nach 40stiindigem Stehen wurde durch ein asche- 
freies Filter filtriert und der px-Wert im Filtrat bestimmt. Die Filter- 
riickstande wurden mit 100 cem milchsaurem Ammonium von gleichem px 
gewaschen und in Platinschalen mitsamt den Filtern verbrannt. Nachdem 
alles verkohlt war, wurden 0,05 ccm Perhydrol zugesetzt und die Riick- 


1 Loeb, Journ. Amer. chem. Soc. 44, 213, 1922; Kolloidzeitschr. 32, 
132. 

2 Tatarskaja, Coll. 1923, S. 694. 

3 Kiintzel, ebendaselbst 1930, S. 205. 
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stande in Muffel6fen gegliiht. Die Asche wurde in Salzséure (1: 1) gelést, 
mit Ammoniak und Methylorange als Indikator neutralisiert und mit einer 
geséttigten Lésung von Ammoniumoxalat gefallt. Nach 16 Stunden wurde 
der Calciumgehalt maBanalytisch bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde 
der Riickstand abfiltriert, mit ammoniakalischem Wasser bis zum Ver- 
schwinden der Reaktion mit Calciumchlorid im Waschwasser gewaschen, 
in heiBer, 4°,iger Schwefelséure gelést und aus einer Mikrobiirette mit 
0,02n KMnQ, titriert. 1 cem 0,02 n KMnO,-Lésung entspricht 0,0004 g 
Calcium. 
Versuche. 
Der isoelektrische Punkt von Kollagen und Elastin. 

Ein frisch hergestelltes Hautpulver lieferte nach dem Entkalken bei 

verschiedenem px die in der Tabelle I angefiihrten Werte. 


Tabelle I. 








Calciumgehalt Calciumgehalt 

PH der Probe PH der Probe 

mg mg 
9,19 8,43 5,06 0,730 
7,71 3,97 4.51 0,456 
7,34 2,38 4,64 0,40 
6.86 2,016 4.45 0,468 
6,01 1,136 4,31 0,489 
5,37 0,736 3,90 0,488 


Der isoelektrische Punkt lag also bei px 4,64. Nach laingerem Stehen 
wird .geaschertes Hautpulver neutral, denn das in ihm enthaltene Calcium- 
hydroxyd geht allméhlich in Calciumcarbonat iiber. 

Der nach unserer Methode gefundene Wert fiir den isoelektrischen 


Punkt stimmt mit den Angaben anderer Forscher gut iiberein. Selbst- 
versténdlich konnten wir allerdings nach der Calciummethode keinen 


zweiten Punkt in der alkalischen Zone bestimmen. 

Auf gleiche Weise bestimmten wir den jsoelektrischen Punkt fiir 
Elastin. Zu diesem Zwecke wurde fein zermahlenes Elastin wahrend 
24 Stunden geaschert, zentrifugiert und mit Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde der isoelektrische Punkt aus dem 
Calciumgehalt bestimmt. Wie aus Tabelle II ersichtlich, liegt er bei px 4,49, 
also sehr nahe beim isoelektrischen Punkt des Kollagens. 


Tabelle II. 











Caleiumgehalt Caleiumgehalt 
Pu der Probe PH der Probe 
mg mg 
9,3 } 51.6 4,92 21,60 
7,87 34.64 4,49 9.52 
6,33 28,84 4,28 13.40 
5,62 26,52 





Die Anwesenheit von Elastin im Hautpulver. sowie seine Entfernung, 
kann den isoelektrischen Punkt der Haut nicht wesentlich beeinflussen. 
Eine Verschiebung kann nur durch innere Umlagerungen im Kollagen- 
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molekiil hervorgerufen werden. In diesem Sinne besprechen wir unsere 
weiteren Versuche. Saure Reaktion driickt die sauren Funktionen des 
EiweiBes herab, indem die Peptidbindungen ketonisiert werden (alkalische 
Reaktion vergr6Bert die sauren Funktionen von EiweiB, Trypsin, oder 
das Enzym (Enolase) beschleunigt diesen ProzeBb). 


Verdnderung des isoelektrischen Punktes von Kollagen nach der Einwirkung 
von Trypsin. 

100 g Hautpulver wurden mit Trypsin von verschiedener Qualitét 
(0,2g¢ auf 1 Liter) bei pa 8,0 und ¢ = 37° waéhrend 1,5 und 3 Stunden 
stehengelassen. Parallel wurde ein Blindversuch bei gleichen Verhaéltnissen 
durchgefiihrt (in Puffer bei pu 8.0 und ¢ 37°). 


Tabelle ITT. 





Nach 3 Stunden Einwirkung Nach 1,5 Stunden Einwirkung Ohne Trypsin 





von Trypsin von Trypsin 
Ca-Gehalt Ca-Gehalt Ca-Gehalt 

Pu mg Pu mg PH mg 
7,19 4,96 - -= 5,48 0,84 
4,65 2,16 4,98 1,86 4,53 0,44 
4.49 201 — - 4,12 0,48 
4,04 1,74 4.07 0,66 3,90 0,55 
3,89 1,60 3,88 0,47 3,81 0,55 
3,75 1,40 3,70 0,24 3,70 0,55 
3,46 1,85 8,6: 0,29 3,62 0,76 
3,10 2,28 


Es ist aus der Tabelle ersichtlich, daB der isoelektrische Punkt von 
Kollagen durch die Einwirkung von Trypsin nach der sauren Seite ver- 
schoben worden ist. Er befindet sich bei px 3,70 bis 3,75. 

Der Versuch wurde mit Hautpulver, das mit Oropon (Pankreatin) 
von zwei Marken .,M. K.** und ,,MO,* bearbeitet war, wiederholt. 

Oropon ,,M. K.** lie} man 2 Stunden einwirken. Oropon ,,MO,* 
waéhrend 24 Stunden. px 7.8 und t = 37°. 

Die gréBte Verschiebung wird nach 24stiindigem Pinwirken von 
Oropon erreicht, wie in Tabelle IV gezeigt ist. Der pxu-Wert sinkt auf 3,4. 


Tabelle IV. 


Wirkung von Oropon und Puffer auf Hautpulver. 





Puffer Py 7,8 





Oropon ,M.K.* 2 Stunden Oropon ,MO,* 24 Stunden Reng 
24 Stunden 
Ca-Gehalt Ca-Gehalt Ca-Gehalt 

PH mg Pu mg PH mg 
7,70 0,92 5,06 0,82 7,38 3.60 
4,97 0,78 4,40 0,71 6,62 2.24 
4,28 0,74 419 0,64 5,49 1,56 
4,17 0,58 4,12 0,49 4.38 1,09 
3,89 0,76 3,50 0,45 4,10 0.43 
3,55 0,78 3,41 0,40 3,88 0,49 

3,32 0,49 3.31 0,52 
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Die Isomerisation des EiweiSes findet auch ohne Enzym bei einem py 7,8 
statt; der isoelektrische Punkt von Kollagen in alkalischer Lésung (Puffer 
px 7,8) wurde auch auf px 4,1 verschoben. 

Diese zwei Versuche deuten auf eine Verstaérkung der sauren Gruppen 
der Gelatine nach Einwirkung von Trypsin und Oropon.  Findet eine 
aéhnliche Anséuerung auch wahrend des Beizens statt ? 

Wir stellten einen Versuch mit Blé8en an. 

Auf der Versuchsstation wurde eine Kalbshaut folgendermaBen be- 
arbeitet: Waschen im WalkfaB wahrend 1,5 Stunden. Entfleischen auf 
der Maschine, Weichen 18 Stunden. Anstrich 4: 1 (CaO: Na,5). 

Dichte 18° B. Temperatur 25°C. Mit Anstrich wahrend 4,5 Stunden 
liegengelassen. Schweller 40 Stunden. Zusammensetzung des Schwellers: 
CaO 6°., Na,S 0.5%, Fliissigkeitskoeffizient 4, Temperatur 15° C. Waschen 
mit Wasser wéhrend 30 Minuten bei 25°. 

Reinigen der Aasseite und der Narben mit der Maschine. Die Bl6éBe 
wurde langs der Riickenschnur in zwei Halften geschnitten. Die eine Halfte 
wurde getrocknet, zermahlen und darauf der isoelektrische Punkt des 
Hautpulvers bestimmt. Die andere Halfte wurde mit Oropon ,,MO,** 
(1,5°.,) waihrend 1,5 Stunden bei 37° gebeizt, mit Wasser bei 25° !/, Stunde 
gewaschen und zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes verwendet 
(s. Tabelle V). 

Tabelle V. 


Isoelektrischer Punkt von BléBen vor und nach dem Beizen. 











Vor dem Beizen Nach dem Beizen 
Ca-Gehalt in der Piobe Ca-Gehalt in der Probe 

PH mg 4 PH mg 
7.10 7.00 6,99 3,30 
6,90 2,99 6,70 1,26 
5,64 0.51 5,19 0.49 
4.88 0,37 4,63 0,36 
4,54 0,34 4,59 0.35 
4,33 0,22 4,00 0,28 
3,97 0,28 3,69 0 32 
3,81 0,24 3,55 0,33 
3,45 0,53 3,39 0,36 

3,27 0.44 

3.06 0,57 


Ungemahlene Haute, die waéhrend 1,5 Stunden mit Oropon bearbeitet 
waren, gaben auch eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes in die 
saure Zone. Diese Verschiebung war nicht so scharf wie bei Verwendung 
von Hautpulver, was ja selbstverstandlich ist, da das Eindringen von Enzym 
in die ungemahlene Haut viel langsamer vor sich geht, und die Zeit der 
Einwirkung sehr kurz war. Es ware verfriiht, diese Anséiuerung im Eiweil 
als diejenige Ursache auzufassen, welche das Beizen notwendig macht. 
Es ist wohl méglich, daB dieser Proze8 parallel einem anderen Haupt- 
prozeB einhergeht oder einen Teil von diesem ausmacht, und somit ein 
Ziel des Beizens, aber nicht das einzige vorstellt. 


Diese Erscheinung bekommt mehr Bedeutung, wenn man sie zur 
Erklarung des Wirkungsmechanismus von Enzymen anwendet. Es 
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wird die Frage nach der Existenz von ,,Enolase™ gestellt, von einem 
Enzym, welches den Ubergang von Keton zu Enol zu beschleunigen ver- 
mag. Ferner finden wir vielleicht in dieser Erscheinung einen Hinweis 
auf die verschiedenen Wirkungsweisen von Pepsin und Trypsin. Es 
ist méglich, dab beide Enzyme nach verschiedenen Richtungen hin 
wirken; das Pepsin greift an der Ketoform, das Trypsin an der Enol- 
form der Peptidbindung an. GewiB miissen zur endgiiltigen Ent- 
scheidung dieser Frage noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt 
werden. 

Briefer? hat gefunden, daB, wenn die zur Herstellung von Gelatine 
dienenden Haute mit Siaéure oder Alkalien bearbeitet worden waren, 
die Gelatine verschiedene isoelektrische Punkte aufwies. Die mit 
Saure bearbeitete Haut lieferte alkalische Gelatine (isoelektrischer 
Punkt px 7,8), die alkalische Bearbeitung ergab saure (isoelektrischer 
Punkt px 4,0) Gelatine. Der gleiche Autor gibt an, daB der iso- 
elektrische Punkt von Gelatine durch Entaschern nicht verandert wird. 
Fiir Hautpulver trifft dieser Befund nicht zu. Nach langerem Digerieren 
(wihrend 40 Stunden) bei px == 4,5 wurde der isoelektrische Punkt 
nach rechts verschoben, es trat also Ketonisierung von Eiweif ein. 

Hautpulver wurde wahrend 40 Stunden bei pu 4,5 entaéschert. Es 
wurde so lange Saéure zugegeben,, bis der pu-Wert konstant blieb. Dann 
wurde das Hautpulver zentrifugiert, mit Wasser gewaschen und 20 Stunden 
lang mit Ca(OH), geaéschert. Nach erneutem Waschen, und Zentrifugieren 
wurde wieder bei verschiedenen pxu-Werten entéschert und nach sorg- 
faltigem Waschen der Ca-CGehalt bestimmt. 


Tabelle VI. 
Wirkung von Aschern auf den isoelektrischen Punkt von Kollagen. Vor dem 
Entaschern: isoelektrischer Punkt py 4,7; Entéschern bei px 4,5; dann 
Aschern mit Ca(OH), und wieder Entaéschern bei verschiedenen py-Werten. 





Ca-Gehalt . Ca-Gehalt 
Pu mg PH mg 
5,73 1,24 4,55 0,82 
5,30 1,98 4.19 0,84 
5,19 0,78 


Langeres Einwirken von Séure hatte Ketonisierung der Peptidbindung 
zur Folge; der isoelektrische Punkt wurde in die alkalische Zone verschoben. 
Schlubfolgerungen. 

1. Der isoelektrische Punkt von Kollagen wurde durch die Ein- 
wirkung von Trypsin nach der sauren Seite verschoben und erreichte 
den Wert px 3,4. 
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Ja 


2. Diese Verschiebung findet bei gleichem px auch ohne Enzym- 
wirkung statt, jedoch viel langsamer. Die Verdinderung des _ iso- 
elektrischen Punktes muB also der Wirkung eines Enzyms (Enolase) 
zugeschrieben werden. 

3. Die Veranderung des isoelektrischen Punktes tritt augenschein- 
lich wegen der Isomerisation der Peptidbindung aus der Keto- in die 
Enolform ein. 

4. Der isoelektrische Punkt von Kollagen ist nicht konstant, er 
hangt vielmehr von der vorausgehenden Behandlung des EiweiBes ab. 











Untersuchungen aus dem Gebiete der Lederchemie. 


Il. Mitteilung: 
Isolierung von einigen Dioxopiperazinen aus dem Hautkollagen. 


Von 
N. J. Gawrilow und E. Stachejewa. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des wissenschaftlichen 
Instituts fir Lederindustrie und dem Laboratorium fiir organische Chemie 
der |. Staatsuniversitét zu Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1931.) 
, 

Nachdem Gawrilow und Lawrowskij! aus dem Hydrolysat von 
Gelatine (bei 180° und 10 Atm. Druck) optisch aktiye Dioxopiperazine 
isoliert haben, von denen eines, namlich das 1-Prolylglycinanhydrid mit 
dem von Levene und Beatty? durch Trypsinverdauung von Gelatine 
erhaltenen Anhydrid identisch war, kann man das Vorhandensein von 
Anhydridringen in Gelatine als bewiesen ansehen. Es war von Interesse, 
auch in Kollagen, das mit Gelatine in so naher chemischer Beziehung 
steht, dieselben Anhydridringe nachzuweisen. Aus diesem Grunde 
fihrten wir mit Kollagen den gleichen Versuch wie mit. Gelatine durch, 
indem wir die Hydrolyse nach Zelinskij anwandten. Unsere Unter- 
suchung hat gezeigt, daB in Kollagen die gleichen Anhydridringe ent- 
halten sind, wie die, die aus Gelatine nach Autoklavenhydrolyse und 
Trypsinverdauung isoliert werden. 

Dies deutet darauf hin, daB die Anhydridringe in Kollagen schon 
praformiert sind und nicht erst bei dessen Gelatinierung wahrend des 
Ubergangs in Gelatine gebildet werden. Vielmehr kann man auf Grund 
verschiedener Tatsachen (Unléslichkeit von Gelatine nach langerem 
Erhitzen u. a.) von einem verhaltnismaBig héheren Gehalt des Kollagens 
an Anhydridringen im Vergleich zur Gelatine sprechen. Wir konnten 


1 Diese Zeitschr. 190, 278, 1927. 
2 Ber. 39, 2060, 1906. 
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bei der Hydrolyse von Kollagen bei gleichen Versuchsbedingungen eine 
groBere Menge Dioxopiperazine isolieren. AuBer den friiher aus Gelatine 
erhaltenen optisch-aktiven Prolylglycin- und Glycyl-leucinanhydriden 
konnten wir aus dem Essigaétherextrakt eine Reihe von Anhydrid- 
fraktionen darstellen. In der einen von diesen Fraktionen war allem 
Anschein nach ein Anhydrid aus Prolin und Phenylalanin, in einer 
anderen ein aus Glycin und Phenylalanin aufgebautes Anhydrid ent- 
halten. Zu einer griindlichen Reinigung und Identifizierung reichte das 
erhaltene Material leider nicht aus. Bemerkenswert ist die groBe Menge 
des bei der Hydrolyse von Kollagen gebildeten Ammoniaks. Wahrend 
im Gelatinehydrolysat nur 4,8°, Ammoniak enthalten waren, betrug 
seine Menge beim Kollagen 18°, bei gleichem Aminostickstoffgehalt 
in beiden Hydrolysaten. Ist dies eine Folge von verschiedenem Aufbau 
der beiden EiweiBkérper oder findet bei der Gelatinebildung eine Ab- 
spaltung von Ammoniak statt ? Wir hoffen demnachst auf diese Frage 
zuruckzukommen. 
Experimenteller Teil. 


Zur Gewinnung von Kollagen wurde eine Kalbshaut gebraucht. Sie 
wurde erst im Betriebe geweicht und 8 Tage geaschert: der Narben und die 
Aasseite wurden darauf mit der Maschine weggeschnitten, Rohgewicht 
3.5kg. Nach Entaschern mit 0,1°, Milchséure,. Waschen und Trocknen 
bei 35° im Luftstrom wurden die erhaltenen Stiicke auf einer Mihle zu 
Pulver zermahlen. Das erhaltene Hautpulver — 660 g — wurde zur Unter- 
suchung ,verwandt. 

Zur Hydrolyse wurde das Hautpulver im Autoklaven bei 180° und 
10 Atm. Druck bei schwach saurer Reaktion (mit der zehnfachen Gewichts- 
menge 1'/,°,iger Schwefelséure) wahrend 3 Stunden erhitzt. Das braune 
Hydrolysat enthielt einen geringen schwarzen Riickstand und gab keine 
Biuretreaktion. Die Schwefelsture wurde quantitativ mit Ba(OH), und 
BaCO, entfernt und das Hydrolysat bis auf 1g im Vakuum bei 40° ein- 
gedampft. Das Verhaltnis von Aminostickstoff zum Gesamtstickstoff 
betrug nach Sérensen 22.3°,,. nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz wurde 
ein etwas kleinerer Wert erhalten, 17.56°,. Der Ammoniakgehalt betrug 
18,44°,. 


Extraktion mit Essigather. 


Das eingedampfte Hydrolysat wurde im Extraktor fiir Flissigkeiten 
wahrend einiger Wochen extrahiert. Der Ather wurde taglich erneuert. 
um eine Hydrolyse der ausgezogenen Verbindungen durch die kochende 
Fliissigkeit zu verhindern. Im Anfang der Extraktion bildete sich im 
Extraktionskolben beim Abkiihlen ein Niederschlag (1. Fraktion). Er 
wurde taglich abfiltriert und die vereinigten Filtrate im Vakuum kon- 
zentriert ; es fiel noch eine zweite Fraktion aus (2. Fraktion). Die wahrend 
der letzten Extraktionstage erhaltenen Extraktportionen wurden gesondert 
gesammelt und eingedampft. Es fiel ein an der Luft rasch gelb werdendes 
Pulver, vermischt mit Sirup, aus (3. Fraktion). Nach Abtrennen der festen 
Niederschlage wurde noch eine bedeutende Menge nicht kristallisierenden 
Sirups erhalten. Ausbeute: 18 g ohne Sirup. 
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Gehalt an Amino- und Ammoniaksticksto/f vor und nach der Extraktion mit 
Essigather. 





NH,N NH, N 
ae ae ey sg Se 8 kd cee oS 22 30 18.44 
Te a ee ee 31.40 11.2 


Bei einer nachfolgenden Extraktion mit Amylacetat wurde noch 
eine geringe Menge kristallinischer Substanz vermischt mit Sirup erhalten. 


Verarbeitung des Essigdatherextrakts. 
1. Fraktion (8g). 

Beim Umbkristallisieren aus i-Butylalkohol wird die ganze Lésung zu 
einer Gallerte. Nach mehrmaligem Umbkristallisieren wurde eine Reihe 
Fraktionen erhalten. 

1. Fraktion (1,2 g) nicht kristallin, Schmelzpunkt 217 bis 218° ohne 
Braunung; Ninhydrin und Fichtenspanreaktion negativ, Pikrinséure- 
reaktion positiv, Geschmack bitter, die wasserige Losung reagiert neutral und 


entfarbt sehr rasch Kalipermanganat; [x]}p = — 30° in 2°, iger wasseriger 
Lésung. 
Analysenresultate: gefunden C = 56,42°,, H = 7,94°,, N = 16,67° 





fiir C,H,,N,O, berechnet C = 56,43°,, H = 8,29°,, N = 16,47' 

Bei der vollsténdigen Hydrolyse mit H,SO, (10°,) wurden Glycin 
(als Chlorhydrat des Esters) und Leucin (als Leucinimid) erhalten. Es lag 
also |-Leucyl-glycinanhydrid vor. Der Schmelzpunkt allein ist niedriger als 

, ; yc . — : 

bei dem synthetischen Produkt (253 bis 254°); jedoch liegt er nahe dem 
Schmelzpunkt des friiher isolierten gleichen Produktes. 

2. Fraktion. Nicht kristallin, Schmelzpunkt 195 bis 198°. 

3. Fraktion. Sehr feine Kristalle, Schmelzpunkt 198 bis 202°. 

Diese Fraktionen wiesen dieselben Eigenschaften wie die erste auf 
und bestanden aus mehr oder minder reinem Leucylglycinanhydrid. 

5. Fraktion. Feinkérniges Produkt. Ohne Geschmack; Schmelzpunkt 
255 bis 265°. Gibt weder die Ninhydrin- noch Pikrin- noch Fichtenspan- 
reaktion, neutral. Fiir eine Analyse reichte das Material nicht aus. 

6. Fraktion bestand aus einem Gemisch verschiedener Kristalle; wurde 
nicht weiter untersucht. Schmelzpunkt 189 bis 190°. 


2. Fraktion des Essigaétherextrakts (7g). 

1. Nach vielmaligem Umkristallisieren aus i-Butylalkohol wurden reine, 
groBe Kristalle als sechseckige Tafelchen erhalten, Schmelzpunkt 188 bis 
18%. Geschmack bitter; enthalten keinen Aminostickstoff. Ninhydrin- 
reaktion negativ. Pikrin und Fichtenspanreaktion positiv. Die wasserige 
Lésung reagiert schwach sauer und entfarbt rasch Kalipermanganat- 


lésung. [2/2 — 148° in 1°,iger Lésung. Analyse: gefunden C 54,50 
H = 6,58°,, N = 18,58°,, fiir C;H,O,N, berechnet ( 54.51 


H = 6,54°%, N = 18,18° 


Das isolierte Glycyl-l-prolinanhydrid unterscheidet sich vom synthetisch 
dargestellten durch einen niedrigeren Schmelzpunkt und geringere optische 
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Drehung (fiir das synthetische sind Schmelzpunkt 211° und [«,j) = 217°); 
gleicht aber sehr der von Levene und Beatty und spater von Gawrilow und 
Lawrowskij aus Gelatine isolierten Verbindung (Schmelzpunkt 198 bis 199°). 

2.Fraktion aus der Mutterlauge der 1. Fraktion. Nach weiteren 
Kristallisationen aus verschiedenen Lésungsmitteln wurde ein schwach 
gelbliches Pulver erhalten, das aus mikroskopischen, strahligen Kristallen 
bestand. Schmelzpunkt 183 bis 186°, ohne Braéunung, sublimiert, sehr 
bitter. Ninhydrin und Pyrrolreaktion negativ, Pikrinreaktion positiv, 
N 19,35 °5. 

3. Fraktion. Die Mutterlauge von der 2. Fraktion enthielt sehr viel 
Sirup. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus i-Butylalkohol und 
Amylacetat mit Ausfallen durch Ather wurde ein nicht kristallines Pulver 
erhalten; Schmelzpunkt 196 bis 198°. Keine Fichtenspan- und Ninhydrin- 
reaktion; bitter, schwach sauer, entfarbt rasch KMnO,; positive Pikrin- 
reaktion [{ «|p — 20° in 1° ,iger Lésung. 

Analyse: gefunden C = 50,83°,, H = 7,60°,. N 18,83%, fiir 
C,H ywO2N, berechnet C = 50,67%, H = 7,09%, N = 19,72%. 

Der Schmelzpunkt ist viel niedriger als beim synthetischen Alanin- 
anhydrid. Es kann kein reines Produkt gewesen sein. Zur weiteren Reinigung 
und fiir eine Hydrolyse reichte aber das Material nicht aus. 

4. Fraktion. Die Mutterlauge der 3. Fraktion wurde zur Trockne ein- 
gedampft und der erhaltene Riickstand mit Essig&éther extrahiert und mit 
Ather gefallt. Der Niederschlag ist sehr hygroskopisch und wird an der 
Luft gelb. Jede Kristallisation ist mit einem groBen Verlust an Substanz 
wegen eintretender Hydrolyse verkniipft. Nach mehreren Kristallisationen 
aus Methyl- und i-Butylalkohol und Wasser wurden zu Biischeln vereinigte 
kristallinische Nadeln erhalten, die an der Luft allmahlich dunkler wurden. 
Schmelzpunkt 235° unter Zersetzung und teilweiser Sublimation. Geben 
positive Pikrin-, Fichtenspan- und Xanthoproteinreaktion, aber keine Nin- 
hydrinreaktion. Reaktion deutlich sauer. Bei der Oxydation mit K,Cr,O, 
laBt sich ein Geruch nach Phenylacetaldehyd wahrnehmen. Fiir eine volle 
Analyse war nicht genug Substanz vorhanden. 

Gefunden N = 10,62 °%. 

Berechnet fiir C,,H,.0,N,. N = 11.4%). 

Es scheint danach, daB Glycyl-Phenylalaninanhydrid vorlag. 


3. Fraktion des Essigétherextrakts (3g). 

Die ganze Fraktion wurde zur Trennung vom Sirup in Essigaéther 
gelést, vom Sirup abfiltriert und mit Ather gefallt. Gibt starke Pyrrol- 
reaktion. Nach Umkristallisieren aus i-Butylalkohol wurde etwas Substanz 
erhalten, die keine Pyrrolreaktion mehr gab. Bitter, neutral, positive 
Ninhydrinreaktion. Schmelzpunkt 220°. N = 16,46°,. Fiir Glycyl-leucin- 
anhydrid N = 16,47°,. 

Aus der Mutterlauge wurde noch eine Fraktion mit dem Schmelzpunkt 
181 bis 183° isoliert, die an der Luft rasch braun wurde. 


4. Fraktion des Essigaétherextrakts. 


Der Sirup lieferte nach langerem Stehen eine Kristallfraktion, die 
sich als Glycyl-prolinanhydrid identifizieren lieB. 
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Der Sirup wurde wiederholt mit Essig&éther bei Zimmertemperatur 
geschiittelt. Die Lésung lieferte darauf einen festen Niederschlag und 
wieder Sirup. Nach dem Reinigen wurde der Niederschlag kristallin, dabei 
kristallisierten aus Alkohol groBe, rhombische Tafeln und aus Wasser 
Nadeln vom Schmelzpunkt 270° aus. Ninhydrin und Fichtenspanreaktion 
negativ, Pikrinreaktion konnte nicht erhalten werden, Xanthoprotein- 
reaktion positiv. Fast geschmacklos, neutral. riecht bei der Oxydation 
deutlich nach Phenylacetaldehyd; ist in essigsaurer Lésung optisch aktiv, 
rechtsdrehend; in Wasser schwer ldéslich. 


Analyse: gefunden C 63,29%, H 6,02%, N j14,16°,, fiir 
C,,H,,0.N, berechnet C 64.67°., H 5,92%, N 13,73 %. 


Die Zusammensetzung und die Eigenschaften passen am néachsten 
auf Glycyl-phenylalaninanhydrid, obwohl die Analysenwerte bedeutend 
abweichen. Die Substanz konnte wegen Materialmangel nicht weiter 
untersucht werden. 


Durch Amylacetat extrahierte Fraktion. 


Der Extrakt bestand aus einem Gemisch von Kristallen in einem 


nicht kristallisierenden Sirup. Durch fraktionierte Kristallisation und 
Anwendung verschiedener Lésungsmittel konnte er in mehrere Fraktionen 
geteilt werden. Es wurden erhalten: 


1. Kristalle, die bei 226° unter Zersetzung schmolzen und bei raschem 
Erhitzen verpufften. Ninhydrin-, Xanthoprotein- und Pikrinreaktion negativ, 
Fichtenspanreaktion schwach positiv, geschmacklos, in Wasser leicht lés- 
lich, in Essig&éther schwer léslich. Stickstoffgehalt 12,69° 

2. Kristalle mit dem Schmelzpunkt 203 bis 205°, die hartnackig 
die Ninhydrinreaktion aufweisen, aber endlich aus i-Butylalkohol als 
hexagonale Tafeln mit Schmelzpunkt 205 bis 207° und negativer Nin- 
hydrinreaktion erhalten wurden. N = 20,21°,. Es lag wieder Glycyl- 
Prolinanhydrid vor. 

Weitere Fraktionen wiesen positive Fichtenspan- und negative Nin- 
hydrin- und Pikrinreaktion auf. Sie waren zu gering, um wohldefinierte 
Verbindungen isolieren zu kénnen. 

Es ist auffallend, daB alle Teile des Extrakts durch Amylacetat mit 
Ninhydrin positive Reaktion aufweisen. Augenscheinlich werden die 
Anhydride durch Amylacetat sehr leicht hydrolysiert, oder es gibt Dipeptide, 
die darin leicht léslich sind. 

Die nicht kristallisierenden Fraktionen der Extrakte wurden nicht 
untersucht. 


SchluBfolgerungen. 
1. Im Kollagenmolekiil sind die gleichen Anhydridringe enthalten 
wie im Molekiil der Gelatine. 


2. Beider Hydrolyse von Kollagen wird bedeutend mehr Ammoniak 
gebildet als bei der Hydrolyse von Gelatine. 


3. Im Kollagenmolekiil befinden sich zwei Anhydridringe, an deren 
Aufbau Phenylalanin mit Prolin und Glykokoll beteiligt sind. 
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Untersuchung eines Hauthydrolys: 


Kssigitherextrakt 





| 1. Fraktion 








| Schmp. 215—217° | Schmp. 190° V VI 
“i aT? cos Tees Schmp. Schmp. 
a on " 955—— 265° 1 $9 19 

Kornig 
Geschmacklos 
Neutral 
Ninhydrinr. — 
Pikrinr. — 

Schmp.217° Schmp. Schmp. Schmp. Schmp. 

Ninhydrinr.— 215—217° 195—198° 210—212° 198—202° 

Pikrinr. + Ninhydrinr.— Ninhydrinr.— Ninhydrinr.— Ninhydrior.— 

Pyrrolr. — Pikrinr. + Pikrinr. + Pikrinr. + Pikrinr. + 

Bitter Pyrrolr. — Pyrrolr. — Pyrrolr. — Pyrrolr. — 

Neutral Bitter Bitter Bitter Bitter 

Nicht krist. Nicht krist. Fein krist. Fein krist. 
Entfarbt 
K MnO, 


Nicht krist. 
[a],: — 30° 
C: 56,42°,, 
H: 7,94°,, 
N: 16,07°,, 
Liefert bei der 
Hydrolyse 
Leucin und 


Glykokoll 


Glycyl-l-leu- 
cin-anhydrid 





I II 
Schmp. 188° Schmp. 
Ninhydrinr. — 183— 156 
Pikrinr. + ohne Bra 
Pyrrolr. + nung 
Bitter Ninhydrinr 
Schwachsauer Pikrinr. - 
Entfarbt Pyrrolr. 
K MnO, Sehr bitte: 
Grobe hexa- Fein krist 
gonale Ta- N: 19,35 
feln 


S. l. Wasser 
[a]: — 148° 
Enthalt keine 
N H,- 
Gruppen 
C: 54,50°, 
H: 658°, 
N: 18,58°,, 


Glycyl-l-pro- 
lin-anhydrid 


Oni 
| 








iter 








ydrolys: 


VI 
chmp. 
189—19 


[ 


hmp. 


183—186 


ohne Branu- 


nung 
nhydrinr 
krinr. + 
rrolr. 
hr bitter 
in krist 
| 19,35 


Lederchemie. II. 


sd. bei 180° mit 1,5°, HgSO, im Autoklaven). 





2 ee 
Fraktion 





|Schmp. 198—207° 
Pyrrolr. 


hmp Schmp. 215° 
220—221° 

inhydrinr. 

krinr. + 

hrrolr. — 

ter 

eutral 

cht krist. 
16,46°, 
veyl-leucin- 
nhydrid 








IV 
p Schmp. 235' 
b—199° unter Zer- 
ter Brau- setzung 
g Ninbydrinr. — 
vdrinr.— Pikrinr. + 
or.++ Pyrrolr.+ + 
Xantho- 
proteinr. 
whsauer Bei der Oxy- 
irbt dation Phe- 
MnO, nylacetalde- 
83°, hydgeruch 
7,60°, Bitter 
18,83 °, Sauer 


20° Krist.(Nadeln) 
N: 10,63° 
Prolyl-Phenyl- 
alanin-an- 
hydrid ? 


3. Fraktion 





Schmp. 
181—183° 


Wird an der 

Luft rasch 

braun. LaBbt 

sich nicht 

reinigen 
Schmp. Schmp. 

170—180° 268— 270° 
Ninhydrinr. Ninhydrinr 
Pikrinr. + Pikrinr. 
Pyrrolr. + Pyrrolr. — 
Bitter Xantho- 
Kristallin proteinr. + 

Bei Oxydation 

Unreines Phenylacet- 


aldehyd- 

geruch 
Bitter 
Neutral 
Kristallin 
[a]: 

(50-100°) 

in Eisessig 
C: 63,29°,, 
H: 6,67°, 
N: 14,16°, 


Glycyl-pro- 
linanl.vdrid . 


Glycyl-Phenyl- 


alanin- 
anhydrid ? 


Schmp. 220° 
unter Zer- 


setzung 


Ninhydrinr. — 


Pikrinr. 
Pyrrolr. ? 


( yeschm acklos 


Neutral 


N: 12,69°, 


Kristallin 


Amylacetatextrakt 


4. Fraktion (Sirup) 


Nicht krist. 


Schmp. 
205—207° 
ohne Zer- 
setzung 

Ninhydrinr. - 

Pikrinr. 

Pyrrolr. ? 

Bitter 

Neutral 

In Wasser 
leicht los. 

Grobe Krist. 


Schmp. 
165—168° 
ohne Zer- 


setzung 
Ninhydrinr. - 
Pikrinr. ? 
Pyrrolr. 
Bitter 
Neutral 
Fein krist. 














Alkoholverbrauch bei der Atmung des Erbsensamens. 


Von 
M. F. Bugajewsky. 


(Aus dem Ukrainischen Institut fiir angewandte Botanik [Abteilung fiir 
Physiologie der Pflanzen], Charkow.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1931.) 


Die Samen mancher Pflanzen besitzen die Fahigkeit, zu Beginn 
der Keimungsperiode Alkohol zu bilden, der wahrend des weiteren 
Wachstums wieder verschwindet. Die Bedingungen und der Chemismus 
dieses Vorgangs sind bisher ungeklart, und wir nehmen die vorliegende 
Arbeit in Angriff in dem Bestreben, diese Verhaltnisse naher zu_be- 
leuchten. 

Als Versuchsobjekt wahlten wir Erbsensamen, die unter ge- 
wissen Umstanden eine bestimmte Menge Alkohol zu speichern ver- 
mégen. Nach sorgfaltigem Waschen wurden die Samen zum Zwecke 
der Alkoholspeicherung in einem GefiB mit Wasser iibergossen — so, 
daB die iiberstehende Fliissigkeitsschicht 1 bis 2 cm betrug und darauf 
das Ganze tiber Nacht bei 23 bis 29°C im Thermostaten! stehen 
gelassen. 

Nach Ablauf einer bestimmten Frist (15 bis 20 Stunden) und 
nach abermaligem Waschen unter dem Wasserleitungshahn bei scharfem 
Strahl und darauf in destilliertem Wasser wurden die Samen in nach 
Zahl und Gewicht gleiche Teile geteilt? und darauf enthautet. 

In manchen Portionen (Kontrollen) wurde die quantitative Alkohol- 
bestimmung sofort ausgefiihrt, die iibrigen (fiir den Versuch vorgesehenen) 
wurden auf den Boden eigens dazu hergerichteter GefaBe mit hermetisch 


1 Nach den Befunden von Godlewsky und Polzenius dauerte der 
GérungsprozeB bei in Wasser gehaltenen Erbsen bis zu 6 Wochen an. 
Von der vierten Woche an sinkt die Gaérung ab. 

* Samenportionen, die in lufttrockenem Zustande in Zahl und Gewicht 
iibereinstimmten, waren einander auch nach stattgehabter Quellung gleich, 
und selbst, wo ein Unterschied festgestellt wurde, war er so geringfiigig, 
daB er nicht weiter in Betracht kam. Deshalb nahmen wir die fiir die Ver- 
suche notwendigen Wagungen ohne weiteres an gequollenen Erbsensamen vor. 
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schlieBenden Glasstépse'n geschiittet und in einem dunklen Raum _ bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Der Fassungsraum der GefiBe 
war so bemessen, daB der darin enthaltene Sauerstoff den Bedarf der 
Erbsen wahrend der ganzen Versuchsdauer deckte. Nach Ablauf einer 
festgesetzten Zeit wurden die Versuche unterbrochen und sofort der 
Alkohol bestimmt. 

Um den Einflu8 von Blausaure festzustellen, gingen wir folgender- 
maben vor: eine bestimmte Einwage von Cyankali wurde in Zigaretten- 
papier gewickelt und zu Beginn des Versuchs in ein mit 1 bis 2 cem 
50°% iger Schwefelsiure beschicktes Reagenzglischen getan. Sobald 
das Cyankali in das Reagenzréhrchen gegeben war, wurde dieses sofort 
in das mit einem Glasstépsel gut zu verschlieBende VersuchsgefaB 
versenkt. Hierdurch vermeiden wir Verluste an Blauséure, indem 
die Papierhiille eine vorzeitige Reaktion des Cyankalis mit der Schwefel- 
siure verhindert. 

Bei den mit Toluol und mit Chloroform ausgefiihrten Versuchen 
gaben wir diese Stoffe in ein GefaB. Dariiber wurden auf einem kleinen 
Glasgestell auf Glaswolle die Versuchserbsen in einer Schicht aus- 
gebreitet und hierauf das GefiB mit einem Stopfen verschlossen. In 
den Versuchen 1 bis 7 und 9 betrug die Keimkraft der Samen 97°, 
Die Alkoholbestimmung erfolgte nach der Methode von Nicloux. 


I. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelpertion 30 g. 
1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 


a) 18,0 mg ” 
18,25 mg. 
b) 18,5 ,, 6 
2. Nach dreistiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphare (d. i. in 
Gegenwart von Sauerstoff) wurde festgestellt : 
a) 13,0mg) je" 
13,7 
b) 14,5 ,, J 
3. Nach sechsstiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphire wurde 
festgestellt : 


5 mg; Alkoholverbrauch 4,5 mg. 


11,0 mg 
a 12.0 mé 11,5 mg; Alkoholverbrauch 6,75 mg. 


II. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelportion 31,5 g. 
1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 
25,5 mg 
rasp ae 25,5 mg. 
2. Nach 714stiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphiare wurde 
festgestellt : 


a) 17,5 mg ) 
wo ite 


| 17,25 mg; Alkoholverbrauch 8,25 mg. 











62 M. F. Bugajewsky : 


3. Nach 151,stiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphére wurde 
festgestellt : 
a) 8,0 mg a " 
b) 9.0 é 8.5 mg Alkohol; Alkoholverbrauch 17.0 mg. 
III. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelportion 30,8 g. 
1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung : 


a) 19,25 mg | 
b) 19,5 j 19.3 mg. 


2. Nach 22'stiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphére wurde 


kein Alkohol gefunden. 
Alkoholverbrauch 19.3 mg. 


IV. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelportion 31,2 g. 

1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 

a) 20,0 mg 
b) 22,5 

2. Nach 20stiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphare wurde kein 
Alkohol gefunden. 

Alkoholverbrauch 21.25 mg. 

Bekanntlich muB jede lebende Zelle iiber eine fiir ihre vitalen 
Reaktionen ausreichende Menge an Energie verfiigen. Unter anaeroben 
Bedingungen wird diese Energie durch Hexosespaltung erzeugt; im 
Resultat bildet sich als Abfallsprodukt Alkohol. Sobald jedoch 
dem Samen Sauerstoff zugefiihrt wird (normale Atmosphare), tritt 
augenblicklich aerobe Atmung ein und im Zusammenhang damit fort- 
gesetzter Verbrauch des gespeicherten Alkohols. Nach Ablauf von 
20 Stunden konnte von diesen keine Spur mehr ermittelt werden. 
Die auf Grund dieses Versuchs erhobenen Befunde decken sich voll- 


21,25 mg. 





standig mit denjenigen Kostytschews. 


V. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelportion 34 g. 
1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 
a) 210mg), 
b 368: . 5 
2. Nach neun- bis zehnstiindigem Aufenthalt in Luft mit 10—* Mol 
Blausaéure (auf 1 Liter Volumen) ergaben die darin befindlichen Erbsen- 
samen : 
a) 30,0 mg 
b) 27,5 
3. In Luft mit 10-4Mol Blauséure wurde nach 9 bis 10 Stunden 
Alkohol ermittelt. 


3,0 mg. 


| 28,75 mg Alkohol; Alkohol vermehrt um 5,7 mg. 


a) 62,5 mg 
b) 67,5 ,, 


65,0 mg Alkohol; Alkohol vermehrt um 42,0 mg. 
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4. Nach neun- bis zehnstiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphiére 
wurde festgestellt: 
a) Ymg 


b) 12 10,5 mg Alkohol; Alkoholverbrauch 12,5 mg. 


In diesem Versuch setzte bei der in Sauerstoff (normale Atmosphare) 
gebrachten Samenportion mit Eintritt der normalen Atmung auch 
Alkoholverbrauch ein; in den dem Einflu8 der Blauséure ausgesetzten 
Erbsensamen dagegen erfolgte Lahmung der aeroben Atmung, so dab 
hier die anaerobe Atmung ihren Fortgang nahm. 

Indem die Blausiure in Gegenwart von Sauerstoff auf die aerobe 
Atmung hemmend einwirkt, verhindert sie gleichzeitig die Oxydierung 
derjenigen Kohlenhydrate, die im Stoffwechsel fiir die vollkommene 
Oxydation vorgesehen sind. 

Wenn wir die Theorie Warburgs in Betracht ziehen, laut welcher bei 
allen biologischen Oxydationsprozessen die Aktivierung des molekularen 
Sauerstoffs mittels biatomaren Eisens, das einen Bestandteil gewisser 
komplexer Verbindungen des Plasmas bildet, unerléBlich ist, so méchte es 
scheinen, als erstrecke sich die hemmende Wirkung der Blausaéure ausschlieB - 
lich auf den Oxydationsvorgang, waéhrend im iibrigen die Zellstruktur 
vollig unbeeinfluBt bleibt (wir haben einen fermentativen ProzeB, das ist 
anaerobe Atmung, vor uns). Bei zunehmender Séurekonzentration (von 
10-4 bis 10-* Mol) beobachten wir Abnahme des Alkoholgehalts, man 
gewinnt den Ejindruck, als ginge die Blauséure anfanglich eine Reaktion 
mit dem Eisen ein, um nach dessen vollsténdiger Bindung ihre Wirkung 


,auch auf die Zymase auszudehnen. In einer weiteren Arb¢it beabsichtigen 


wir uns naher mit dieser Frage auseinanderzusezten. 


VI. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelportion 31,0 g. 

1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 

a) 18,0 mg ) 
on 
b) 18.5 | 18,25 mg. 

2. Nach fiinf- bis sechsstiindigem Aufenthalt in Gegenwart von Sauer- 
stoff (normaler Atmosphére) wurde festgestellt: 

a) 11,0 mg is _ 
= 12.0 8 11,5 mg Alkohol; Alkoholverbrauch 6,75 mg. 

3. Jeder Same der beim vorstehenden Versuch verwandten Portion 
wurde nach erfolgter Alkoholspeicherung, d. i. vor Ansetzen des Versuchs, in 
4 Teile zerschnitten. Nach fiinf- bis sechsstiindigem Aufenthalt in normaler 
Atmosphére wurde festgestellt: 

a) 12,0 mg 
b) 11,25 

4. Nach fiinf- bis sechsstiindigem Aufenthalt in Luft mit 10-* Mol 
Blausaéure (auf 1 Liter Volumen) ergaben die darin befindlichen Erbsen- 
samen: 


11,67 mg Alkohol; Alkoholverbrauch 6,58 mg. 


mg ) 24,0 mg Alkohol; Alkohol vermehrt 
~~ um 5,75 mg. 


a) nach 5 Stunden 


9 
ae ee je 5 


to to 


5 
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Hier verfolgten wir den Zweck, den EinfluB des Sauerstoffs 
(normale Atmosphare) auf den Alkoholverbrauch von zerschnittenem 
Samen, wo also der Sauerstoff besser zu dem Gewebe treten kann, 
naher zu bestimmen. Wider Erwarten stellte es sich heraus, daB der 
Alkoholverbrauch der geviertelten Samen dem der unzerschnittenen 
vollstandig analog war. Somit l4Bt sich annehmen, daB die durch 
das Gewebe der (enthauteten) ganzen Erbse diffundierende Sauerstoff- 
menge fiir die Tiatigkeit des den Oxydationsprozei bewirkenden 
Ferments ausreicht. 

Bei weniger (s. Versuch 5) langem EinfluB der Blausaiure auf den 
Erbsensamen sehen wir (Versuch 6, 4) wiederum Anstieg der Alkohol- 
menge. Wie stark jedoch der deprimierende EinfluB ist, den die 
Blauséure auf das Atmungsferment und mdglicherweise auch auf die 
Zymase ausiibt, ist eine Frage, deren Beantwortung uns iiber den 
Rahmen unserer gegenwartigen Aufgabe hinausfiihren wiirde. 


VII. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelportion 31,0 g. 
1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 


a 
b) 25,5 ,, 


2. In normaler Atmosphire nach 7 bis 8 Stunden wurde festgestellt: 


— 


25,5 mg ) 5- - 

; 25.5 mg. 

a) 17,5 mg | 

by 13 o J 

3. Nach sieben- bis achtstiindigem Aufenthalt in Atmosphire mit 
Toluol wurde festgestellt : 


17,5 mg Alkohol; Alkoholverbrauch 8,0 mg. 


a) 47,25 mg | 

b) 45.0 ,, J 

4. Nach sieben- bis achtstiindigem Aufenthalt in Atmosphire mit 
Chloroform wurde festgestellt: 


46,12 mg Alkohol; Alkohol vermehrt um 20,62 mg. 


- ee a 25,5 mg Alkohol; kein EinfluB. 

Die Wirkung von Antiseptika auf die Atmung von Samen er- 
scheint in den vorstehenden Versuchen deutlich ausgepragt. Wahrend 
in normaler Atmosphare Alkoholverbrauch zu beobachten ist, erscheint 
bei Toluol die aerobe Atmung merklich herabgesetzt, wenn nicht gar 
vollstandig oder doch wenigstens so weit aufgehoben, daB der Garungs- 
prozeB die Oberhand gewinnt, was in erneuter Alkoholspeicherung 
zum Ausdruck kommt. Das Chloroform fixiert gewissermaBben von 
vornherein die gespeicherte Alkoholmenge, indem es die Tatigkeit des 
Atmungsferments und der Zymase vollstandig ausschaltet, so dab 
bloB noch die autolytische Tatigkeit erhalten bleibt. 

Vollstandig abweichende Resultate ergab der Versuch mit un- 
gekeimten Erbsensamen, den wir hier folgen lassen. Diese Samen 
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waren anscheinend vollstandig gesund, ihr Keimungsvermogen betrug 
jedoch bloB 0,5 bis 2°). 
VIII. Versuch. 
Gewicht jeder Einzelportion 35,0 g. 
1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 
a) 17,5 mg ) 17.5 
wires t= 
: 2. Nach 5'),stiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphiére wurde 
festgestellt : 
a) 25,0 mg aaa — 
b) 25 a 25,25 mg Alkohol; Alkohol vermehrt um 7,5 mg. 
3. Nach 9 Stunden 30 Minuten wurde festgestellt : 
a) 30.5 mg ) 
b) 30.0 ., J 
Das Verhalten dieser Samen ist in bezug auf den Alkoholverbrauch 
durchaus verschieden von dem der gesunden Erbsen. Wahrend 
diese in Sauerstoff den Alkohol aufzehren, sehen wir bei den ersteren 
auch bei Aeration fortgesetzte Speicherung. Das laBt annehmen, dab 
bei diesen Samen das Atmungsferment geschadigt ist, wodurch der 
normale Ablauf des Oxydationsprozesses beeintrachtigt erscheint, was 
eben auch den unwirtschaftlichen Verbrauch organischer Stoffe nach 
sich zieht. Gleichzeitig werden auch gréBere Mengen Alkohol gespeichert, 
die vergiftend auf das Zellplasma einwirken. Als Endergebnis kommt 


D w» 


30,25 mg Alkohol; Alkohol vermehrt um 12.75 mg. 


es zur Autolyse. 
IX. Versuch. 
Gesunde Samen. Gewicht einer Portion 29,5 g. In diesen Samen wird im 
Vakuum Alkohol gespeichert. 
1. Kontrolle ergab Alkoholspeicherung: 
a) 45mg 
b) 45 
2. Zwei Samenportionen wurden im Thermostaten bei 48° C in normaler 
Atmosphare gehalten. Nach 6 Stunden wurde festgestellt : 


45.0 mg. 


a) 17,25 mg ae - 
19.95 a 17.87 mg: Alkoholverbrauch 27,13 mg. 
3. Nach sechsstiindigem Aufenthalt in normaler Atmosphare bei 16 
bis 20° C wurde festgestellt : 
a) 36,0 mg } 
b) 34,5 ., | 
Bekanntlich regt Temperaturanstieg die Zelle zu erhéhter Lebens- 
tatigkeit an. 


35,25 mg Alkohol; Alkoholverbrauch 9,75 mg. 


So lieB sich auch bei unserem Versuch bei héherer Temperatur ein 
intensiverer Alkoholverbrauch feststellen, als dies bei normaler Temperatur 
(16 bis 20°C) der Fall ist. 
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Zusammenfassung. 


1. Wahrend der im gesunden Samen gespeicherte Alkohol bei 
Sauerstoffzutritt vollstandig aufgebraucht und damit normale Atmung 
hergestellt wird, dauert beim Erbsensamen, der in normale Atmosphare 
mit einer gewissen Menge Blausiure gebracht wurde, die Alkohol- 
speicherung noch weiter fort: 10~4Mol HCN ergeben eine stiarkere 
Alkoholspeicherung als 10~% Mol. 

Somit wirkt sich (im letzteren Falle) die Blausiure nicht nur am 
Atmungsferment aus, indem es mit dem Eisen eine komplexe Verbindung 
eingeht, sondern es ruft nach vollstaéndiger Bindung desselben auch 
Anzeichen von Depression an der Zymase hervor. 

2. In mit Toluol gesattigter Atmosphare tritt Alkoholspeicherung 
ein, hier erfolgt die Hemmung des Oxydationsprozesses nach der Theorie 
Warburgs daher, weil von der Oberfliche der Zellstruktur diejenigen 
organischen Stoffe verdrangt werden, die gewéhnlich der Sauerstoff- 
oxydation unterliegen. 

3. Mit Chloroform gesattigte Atmosphare hebt gleich zu Beginn 
sowohl die Atmung als auch das Garungsvermégen auf, so daB die 
Hemmung dieser Funktionen Autolyse im Gefolge hat. 

4. Erbsensamen, bei denen der Sauerstoffzutritt durch Verwundung 
(Vierteilung jedes Samens) erhéht war, weisen den gleichen Alkohol- 
verbrauch auf wie gesunde ganze Samen, deren Struktur intakt ist. 

5. Nichtkeimende Samen speichern auch in normaler Atmosphire, 
d.i. in Gegenwart von Sauerstoff, fortgesetzt Alkohol; bei diesen 
Samen ist das Atmungsferment geschiadigt, so daB es seine oxydierende 
Tatigkeit einbiiBt. Infolge dieses Ausfalls geht der GarungsprozeB 
und damit die Alkoholspeicherung unbehindert auch weiter vor sich 
und fiihrt zur Vergiftung der Zelle und endlich zur Autolyse. 

6. Der EinfluB héherer Temperatur (40° C) auBert sich darin, dab 
der Alkoholverbrauch intensiver wird als bei gewéhnlicher Zimmer- 
temperatur von 16 bis 20°C. 

Die Feststellung des Wirkungsgrades der hier zur Anwendung ge- 
langten Reagenzien auf das Atmungsferment wie auch auf die Zymase 
der Erbsensamen lag hier nicht in unserer Absicht. Sowohl diese Frage 
als auch die Alkoholspeicherung in Erbsenkeimlingen wird das Thema 
weiterer Mitteilungen bilden. 


Literatur. 
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Uber eine neue Mikromethode zur Bestimmung des Schwefels 
im Blute und iiber die Gesamtschwefelmenge im enteiweibten 
Vollblutfiltrat bei gesunden Menschen. 


Von 
I. St. Lorant und L. Kopetz. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 23. Mai 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Von dem Wunsche geleitet, verlaBliche Schwefelbestimmungen 
auch in méglichst kleinen Blutmengen ausfiihren zu kénnen, sind in 
den letzten Jahren zahlreiche Mikromethoden zur Bestimmung des 
Blutschwefels ausgearbeitet worden. Mit wenigen Ausnahmen beruhen 
die meisten dieser Methoden auf Fallung der Sulfate mittels Barium- 
oder Benzidinsalzen. 


Der BaSO,-Niederschlag wird nach Carius-Donau-Pregl  gravi- 
metrisch (1), nach Denis und seinen Mitarbeitern nephelometrisch (2) 
bestimmt. Hamburger schaétzt die Sulfatmenge volumetrisch .durch einen 
Hamatokriten ab (3). Lang verwendet die Farbe des Bariumchromats, 
um den UberschuB des verwendeten Bariumsalzes zu bestimmen (4). 
Y. Yamazaki benutzt die kanariengelbe Farbe, der mit HCl und Furfurol 
behandelten Benzidinsalze, um die S-Bestimmung kolorimetrisch durch- 
zufiihren (5). J. Yoshimatsu stellt mittels KJ und NH, einen braunen 
Farbstoff her und vergleicht diesen mit einer Testlésung (6). Pohorecka- 
Lelesz lést den Benzidinsulfatniederschlag und titriert mit Natronlauge, 
wobei sie Phenolrot als Indikator benutzt (7). Leswre und Dumez verwenden 
mit geringer Modifikation die Methode von Pohorecka-Lelesz (8). Ter 
Meulen (9) und Bennosuke Kabota (10) gehen bei ihren Methoden prinzipiell 
anders vor: sie reduzieren die schwefelhaltigen Substanzen zu H,S und 
bestimmen dann diesen entweder jodometrisch oder — bei sehr geringen 
Mengen — kolorimetrisch. 

Die Genauigkeit dieser Methoden ist jedoch sehr verschieden. So 
stellen z. B. Maxwell, Bishoff und Blatherwick fest, daB die wegen ihrer 
relativen Einfachheit schitzenswerte Denissche Methode mehr eine quali- 
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tative Probe als eine quantitative Bestimmung ist (11). Erst bei Ausgangs- 
werten von 0,1 bis 3 mg Schwefel kann man eine annéhernd 10°, ,ige Ge- 
nauigkeit erreichen. Demgegeniiber ist die Carius-Donau-Preglsche Methode 

nach Angaben von Haurowitz (12) — fiir Kérperfliissigkeiten sehr gut 
brauchbar. Bei Ausgangswerten, die 0,150 bis 0,200 mg iibersteigen, sind 
keine gréBere Fehler als etwa 5°, zu erwarten. Ebenso zeigten Nach- 
untersuchungen in Haris Institut in Budapest, daB die ter Meulensche 
Methode eine Fehlerbreite von nur +. 3°, aufweist, wenn der Ausgangsstoff 
wenigstens 3 mg 8 enthalt (13). 

Sicher ist es, daB selbst bei den empfindlichsten Methoden eine 
mindestens 0,100 bis 0,200 mg Schwefel enthaltende Ausgangssubstanz- 
menge notwendig ist, um verlaBliche Werte zu erhalten. Man mite also 
zu einer einzigen Bestimmung des Gesamtschwefels im Serum 20 bis 25 cem 
Blut nehmen, da infolge von Serumbildung, EnteiweiSung usw. sehr viel 
Blut der Bestimmung entgeht. Bestimmungen bei kleineren Tieren mit 
diesen Methoden sind entweder gar nicht oder nur schwer durchfiihrbar. 
Aus diesem Grunde schien es uns wiinschenswert, ein Verfahren auszuar- 
beiten, das schon in | bis 2 cem Blut die Bestimmung von mehreren S-Frak- 
tionen gestattet. 

Das Prinzip der Methode, die wir hier zu beschreiben im Begriff 
sind, besteht darin, daB der gesamte Schwefelgehalt der zu unter- 
suchenden Lésungen zuerst in Sulfat und dann durch Reduktion in 
H,S tibergefiihrt wird. Letzterer wird, nachdem er isoliert wurde, durch 
die hochgradig spezifische Carosche Reaktion kolorimetrisch als 
Methylenblau bestimmt ?. 

Entsprechend den Hauptphasen der Bestimmung wollen wir 
zuerst die Blutentnahme, EnteiweiBung und Veraschung, dann die 
Reduktion der Sulfate, die Destillation des H,S und schlieBlich die 
kolorimetrische Bestimmung behandeln. 


Die Blutentnahme und Enteiweifung. 


Die notwendigen Reagenzien sind: 

1. Natrium oxalic. pro anal. Merck. 

2. 20° ige Trichloressigsdure. 100g Trichloressigséure puriss. Merck 
werden mit der Tarawaage abgewogen und mit 450 ccm reinstem Wasser 
versetzt. Diese Lésung kann man mit Kongorot als Indikator gegen 
n-Lauge titrieren: 1 cem Trichloressigséurelésung soll 1,225 cem n-Lauge 
verbrauchen. Wenn die Trichloressigséure mit relativ viel Schwefel ver- 
unreinigt ware, so kann sie durch Destillation bei 15mm Hg (Wasser- 
strahlpumpe!) im Vakuum destillieren. In der Regel ist dies aber nicht 
notwendig. 

3. Schwefelfreies Wasser. Ein gut destilliertes Wasser ist im all- 
gemeinen entsprechend. 5ccm Wasser sollen nach Eindampfen und Re- 


! Die Veraschung als auch die Reduktion der Sulfate wurden von uns 
schon friither beschrieben (14) (15) (16). Eine mehrjaéhrige Praxis ergab 
jedoch zahlreiche Vereinfachungen, so da wir hier das ganze Verfahren 
zusammenhangend mitteilen wollen. 
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duktion keine Spuren von Schwefel enthalten. Ist dies jedoch nicht der 
Fall, so bereitet man schwefelfreies Wasser am zweckmaBigsten folgender- 
maBen: gewéhnliches oder destilliertes Wasser wird zuerst mit einigen 
Kérnchen Na,CO, neutralisiert oder ganz schwach alkalisch gemacht, 
dann tiber K MnO, abdestilliert. Der Destillationsapparat ist aus Jenaer 
Glas verfertigt. Zur Verbindung des Destillierkolbens wird das seitlich 
absteigende Rohrende des Kolbens ein wenig nach unten gebogen und 
einige Zentimeter vor dem Ende spindelf6rmig ausgeblasen. Der Durch- 
messer des Seitenrohres soll derart gewéhlt werden, daB man das Rohr 
eben in das entsprechende gebogene Ende des Kiihlrohres schieben kann. 
Es entsteht dadurch zwischen Kiihlung und Kolbenrohr eine bajonett- 
formige Verbindung. Beim Beginn der Destillation entweicht infolge der 
undichten Verbindung ein wenig Wasserdampf. Spéter verhindert das 
zwischen den beiden Réhren niedergeschlagene Wasser ein Entweichen 
des Dampfes. Den Hals des Destillierkolbens verschlie3t man am besten 
mit einem kleinen Trichter, in dem man noch eine Uhrglas legt. Die 
Vorlage wird durch einen dreimal durchbohrten Korkstopfen verschlossen. 
Die eine Bohrung dient fiir das Kiihlrohr, die zweite fiir einen mit einem 
Glashahn versehenen AblaBheber und die dritte fiir ein kleines Natron- 
kalkrohr (14). 


Gang der EnteiweiBung. 
Das Blut entnimmt man mit einer 5-ccm-Spritze und labBt die 
ersten Tropfen durch die sterilisierte Nadel rinnen, wodurch diese 
gleichsam durchgewaschen wird. Auch die Spritze selbst wird vorher mit 


reinstem Wasser einigemale durchgespiilt. Die abgemessene Blut- 
menge laBt man — ohne aufgesetzte Nadel — direkt in einen bereit- 


gehaltenen MeBzylinder von 25 ccm Inhalt flieBen. Der Zylinder enthalt 
15ccm Wasser. In einigen Minuten werden die Blutkérperchen himo- 
lysiert, wobei es zweckmabig ist, den Zylinder einige Male durchzu- 
schiitteln. Dann versetzt man die entstandene Lésung mit 4 ccm 
Trichloressigsdurelésung und fillt bis zur Marke auf. SchlieBlich 
schiittelt man den Inhalt einige Male kraftig durch und laBt das ganze 
10 bis 15 Minuten lang stehen. Nach Ablauf dieser Zeit filtriert man 
durch ein geeignetes aschefreies Filtrierpapier'. Das Filfrat ist, falls 
in verschlossener Flasche aufbewahrt, tagelang haltbar. 


Die Veraschung®. 
Die erforderlichen Reagenzien sind: 
1. Tématrium-monohydro-phosphat-Lésung. 60g Dinatriummonohydro- 


phosphat pro anal. Merck und 40g Natriumchlorat puriss. pro anal. Merck 
werden mit der Tarawaage abgewogen und mittels reinsten Wassers in 


1 Wir haben stets die Schleicher & Schill Nr. 589 ,.Blauband* Filtrier- 
papiere verwendet. 

2 Fiir die ausgezeichneten Ratschlige, die uns beziiglich der Ver- 
aschung Herr Dr. Winter aus dem h. o. Institut f. exper. Pathol. zukommen 
lie}, méchten wir auch an dieser Stelle herzlichst danken. 
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einem 1-Liter-Kolben gelést. Nach dem Lésen wird bis zu der Marke 
aufgefiillt. 

2. ,,ferro*-Chloridlésung. 5g Ferrochlorid pro anal. Merck werden 
mittels HCl (s. weiter unten) in einen 100-cem-MeBkolben gefiillt; nach 
dem Lésen wird bis zur Marke aufgefiillt. Diese Lésung ist nach 1 Woche 
zu erneuern. 

3. Salzsdure. Spez. Gewicht 1,124 bis 1,126 pro anal. Merck, 

Apparatur: Das Eindampfen geschieht tiber einer elektrisch geheizten 
,.Asbesttiite’’. Asbestpapier wird in Form eines Trichters zusammen- 
gerollt und im Innern desselben wird eine elektrische Kohlenfadenlampe 
oder ein Tongliihkérper befestigt. Das Ganze wird auf einen DreifuB gestellt. 
Die Destillierkélbchen werden mittels Drahtschleifen aufgehaéngt. Durch 
Anderung des Abstandes zwischen Destillierkélbchen und Gliihkérper kann 
das Eindampien so geregelt werden, da8 die Fliissigkeit ins Sieden kommt. 

Den eingedampften Riickstand erhitzt man in einem kleinen ,,Muffel- 
ofen*‘, den man sich leicht selber in folgender Weise herstellen kann: 
Einen etwa 5 bis 6cm breiten, starken, angefeuchteten Asbeststreifen 
wickelt man um ein Pulverglas, das beiléufig 4 bis 6 cm Durchmesser hat. 
Man 1a8t das ganze in einem Thermostaten trocknen, lést dann vorsichtig 
den nunmehr manchettenférmigen Asbestring ab und sichert den Ring 
mit einer Heftklammer. Dieser Asbestring, versehen mit einem entsprechend 
geschnittenen, diinneren Asbestdeckel, wird auf ein Asbestdrahtnetz 
gestellt und bildet so einen kleinen Ofen. Nicht allzu diinne Jenaer GefaBe 
halten, auf diesen kleinen Ofen gestellt, eine Erhitzung auf 400 bis 450° C 
aus, ohne den geringsten Schaden zu nehmen. Das beste ist jedoch ein 
kleiner, billiger, elektrisch geheizter Ofen. 


Gang der Veraschung. 

2ccm des enteiweiBten Blutfiltrats werden mittels einer Pipette 
in das Kélbchen des Destillierapparats fiir Schwefelbestimmung ge- 
bracht und mit 2ccm der Dinatrium-mono-Phosphatlésung versetzt. 
SchlieBlich werden noch 1 bis 2 Tonperlchen hinzugefiigt. Nun dampft 
man ein. Wenn die Wairme das Kélbchen von der Mitte aus bestreicht, 
dampft der Kolbeninhalt ohne besonderem Spritzen ein. Nach dem 
Eindampfen haingt man das Kélbchen derart in den beschriebenen 
kleinen Ofen, daB das Kélbchen das Asbestnetz beriihrt und die Off- 
nungen des Kélbchens aus dem Ofen herausragen; dies letztere einzig 
aus dem Grunde, damit keine, wahrend des Erhitzens losgelésten 
Partikelchen der Asbestwand in das VeraschungsgeféB fallen. Nun 
wird der Ofen mit Asbest zugedeckt und 10 Minuten lang mit der 
stirksten Flamme erhitzt. Nach dieser Zeit ist der Inhalt bestimmt 
schneeweiB gebrannt, und er kann weiter verarbeitet werden. 

Zur Entfernung von Cl und ClO, wird der Aschenriickstand mit 
2cem HCl versetzt und eingedampft. Man laBt die Salzsiure zweck- 
maBig durch das Ansatzréhrchen in den Kolben flieBen. Dann laBt man 
den Riickstand zur Sicherheit noch ein zweites Mal eindampfen, und 
zwar diesmal mit der FeCl,-Lésung. Beim EinflieBen der letzteren 
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in das Ké6lbchen soll ein Benetzen des Ansatzréhrchens méglichst 
vermieden werden. 

Beim Eindampfen ist es vorteilhaft, das Erwairmen so zu leiten, daB 
das zweimalige Eindampfen eine halbe bis eine Stunde in Anspruch 
nimmt. Wir kamen in der Regel mit 30 bis 40 Minuten aus. Es handelt 
sich hierbei aber nur um Zeitersparnis, denn das Resultat hangt von 
der beanspruchten Zeit nicht ab. Etwaiges Verspritzen beim Ein- 
dampfen verursacht hierbei keine Verluste, denn es diirfte kaum vor- 
kommen, daB durch den relativ langen Kélbchenhals Substanz ver- 
loren ginge. 

Reduktion und Destiilation. 
Die zur Reduktion und Destillation notwendigen Reagenzien: 


1. ,,Sduremischung™. 100cem 50°%ige HJ (HJ zur Methoxyl- 
bestimmung Merck) werden in dem Kolben des Entschwefelungsapparates 
vorsichtig mit 75cem Ameisenséure (,,umkristallisiert*‘ Merck) vermischt 
und 15g roter Phosphor hinzugefiigt. _Nachdem die Vorlage mit 20 cem 
Zinklésung (s. weiter unten) und die Waschflasche mit 30 cem Wasch- 
fliissigkeit (s. weiter unten) gefiillt wurden, gibt man in den Destillierkolben 
noch einige Tonperlen als Siedesteine. Der Kolben wird nun mit dem 
Kiihler sorgfaltig verbunden, wobei ein Dichtungsmittel nicht notwendig 
ist. Nachdem die Verbindung mit dem Gasentwicklungsapparat hergestellt 
ist, wird so viel Gas durch den Apparat geleitet, da die Blaschen 
die Waschfliissigkeit lebhaft durchperlen. Nun kann das Erhitzen mittels 
eines Mikro- oder Bunsenbrenners, dessen Kamin entfernt wurde, be- 
ginnen. Nach dreistiindigem Sieden werden das AnsatzrgOhrchen und die 
Vorlage ausgewechselt. Dies wird so oft wiederholt, bis ms in der Vorlage 
nur mehr eine schwache Carosche Reaktion erhalt. Ist dies erreicht, so 
schiittet man den Kolbeninhalt mit dem Phosphor in eine vorbereitete 
reine Flasche aus dunklem Glas. Vor dem Gebrauch mu die Sduremischung 
stets sehr gut geschiittelt werden, um den roten Phosphor gleichmdadpBig zu ver- 
teilen. 

2. Waschfliissigkeit. 100 g Mercksches NaH,PO, pro anal. werden in 
etwa 50 ccm §S-freiem Wasser eventuell unter Erwarmen gelést. Nach 
dem Abkiihlen werden mit dieser Lésung 10 g Mercksches, sublimiertes 
Pyrogallol pro anal. in einen 100 ccm fassenden MeBkolben iiberfiihrt. 
Nach dem Auffiillen der Lésung mit S-freiem Wasser bis zur Marke soll 
dieselbe farblos oder héchstens ein wenig gelbstichig sein. Diese Lésung 
ist monatelang haltbar. Sie ist selbst dann noch brauchbar, wenn sie dunkel- 
braun geworden ist. 


3. Zinklésung. 50g Zinkacetat, 10 g Natriumacetat und 0,05 g NaCl 
(alle drei Stoffe pro anal. Merck), werden in einem 1-Liter-MeBkolben in 
reinem destillierten Wasser gelést. Obwohl diese Lésung nach kurzem 
Stehen triibe wird, ist sie trotzdem brauchbar. 


4. Sirupése Phosphorsdure. H,PO, pro anal. Merck wird in sehr wenig 
S-freiem Wasser vorsichtig aufgelést. Dann wird noch so lange Phosphor- 
séure zugesetzt, bis sich ein Bodenkérper bildet. 10cem der Lésung, die 
in einer mit einem eingeschliffenen Stopfen versehenen Reagenzglas auf- 
gehoben werden, reichen fiir einige 100 Bestimmungen. 
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Apparatur zur Reduktion der Sulfate und Destillation des 
Schwefelwasserstoffes. 
Dieser Apparat besteht aus zwei Hauptbestandteilen : 
a) aus dem eigentlichen Reduktionsgefi8 mit Destillierapparat und 
b) aus dem Gasentwickler. 
Der Destillierapparat (Abb. 1) kann in vier Teile zerlegt werden: 
1. das Destillierkélbchen mit dem Glasstift, 
- den Kiihler, 
. das Ansatzréhrchen, 
. die Vorlage. 


wm W bo 


a) Die Form und die Mae des Apparats kénnen aus Abb. | ersehen 
werden. Das Gaseinleitungsrohr kann man auch am Halse des Destillier- 
kélbchens anbringen. Man achte sorgfaltigst darauf, das das Réhrchen 

















Abb. 1. 


weder zu kurz noch zu schmal sei. Der empfindlichste Teil des Apparats ist 
der Schliff, der das Kélbchen mit dem Kiihler verbindet. Obwohl die 
Destillation bei iiber 100° C vor sich geht und der Schliff von einer starken 
Saurelésung umspiilt wird, mu8 er ein vollkommen gasdichtes SchlieBen 
ermoéglichen. Das verwendete Dichtungsmittel soll nur eine Sicherung sein. 
Die obere Offnung am Kiihlrohr dient zur Fiillung des Kélbchens mit der 
Saéuremischung. Die Waschflasche ist an dem Kiihlrohr befestigt. Damit 
verspritzte Trépfehen der Waschfliissigkeit nicht in das Ableitungsrohr 
gelangen kénnen, ist es vorteilhaft, letzteres im spitzen Winkel zur Wasch- 
flasche anzusetzen. Es ist zweckméBig, den Destillierapparat aus Jenaer 
Glas verfertigen zu lassen, da ein solcher praktisch unendlich haltbar ist. 

Zur Reinigung des Apparats werden dessen einzelne Teile mittels 
einer Wasserstrahlpumpe zuerst mit destilliertem Wasser, dann mit S-freiem 
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Wasser durchspilt. Das Kiihlrohr mu8 vollkommen trocken sein, und man 
erreicht dies am besten dadurch, daB man 5 bis 10 Minuten Luft durch- 
saugt. 

Das Ende des Ableitungsrohres wird durch ein Ansatzrohr verlangert. 
Das wahrend der Destillation gebildete Zinksulfid setzt sich zum Teil an 
diesem Ansatzréhrchen fest; um Verluste an Zink zu vermeiden, wird nach 
beendeter Destillation das mittels Gummischlauchs an dem Apparat 
Glas an Glas — befestigte Ansatzréhrchen von demselben entfernt und 
in die Vorlage gelegt. Infolge der Saureeinwirkung erfolgt bei der Caroschen 
Reaktion die Lésung des ZnS. Es ist zweckméBig, eine gréBere Anzahl 
Ansatzréhrchen gleichen Volumens aus ein und demselben Glasrohr zu 
schneiden, da bei der Bestimmung der Farbstarke die  Fliissigkeits- 
verdrangung des Ansatzréhrchens in Betracht gezogen werden mu. Das 
Ansatzréhrchen soll kiirzer sein als die Markenhéhe der Vorlage (s. weiter 
unten), jedoch lang genug, um bis zur Hialfte seiner Linge in die Vorlage- 
fliissigkeit einzutauchen. Es geniigt das Réhrchenvolumen mit 0,1 cem 
Genauigkeit zu bestimmen. Man kann dies ganz einfach dadurch erzielen, 
daB man eine gréBere Anzahl gleich langer Réhrchen in einem mit Wasser 
gentigend hoch angefiillten MeBzylinder stellt. Der Niveauzuwachs, dividiert 
durch die Anzahl der Réhrchen, ergibt dann das Volumen der einzelnen 
Roéhrchen. Es ist zweckméBig, die Enden der Réhrchen vor der Volumen- 
bestimmung leicht abzuschmelzen. Der Zylinder, in dem man die Inhalts- 
bestimmung vornimmt, soll gut kalibriert und zumindest in 0,5 cem ein- 
geteilt sein. Die Ansatzréhrchen werden am besten in starker HC! auf- 
gehoben. 

Die Vorlage besteht aus einem MeBzylinder, dessen GréBe man zweck- 
maéBig nach dem zu erwartenden Schwefelgehalt wahlt. Im allgemeinen 
gentigen Zylinder von 10 oder 50 ccm Inhalt. 

b) Das zum Durchstrémen notwendige Stickstoffgas wurde aus Bomben 
entnommen. Zur Druckregulierung verwendeten wir ein Quecksilber- 
manometer (Abb. 1, Cc). Wenn der Gasdruck das Gewicht der Queck- 
silberséule bei Ce iiberwindet, dann strémt das Gas aus. Durch das Ent- 
weichen des Gases wird der Gasdruck automatisch kontrolliert. Das schiefe, 
in der Kugel des Manometers befindliche, beiderseits offene Querrohr, 
verhindert das Verspritzen des Quecksilbers. Die Héhe der Quecksi!ber- 
séiule braucht 4 bis 5cm nicht zu iibersteigen. Falls der Gasstrom auf 
groBe Hindernisse stoBen sollte, z. B. hochgefiillte Waschtlaschen, ist es 
zweckmaBig, zwei Saugflaschen mit Manometer hintereinander zu schalten, 
in der Weise, daB die Quecksilberséiule des zweiten Manometers langer ist 
als die des ersten. Hierdurch wird selbst beim stoBweisen Entweichen des 
Gases durch das erste Manometer die GleichmaBigkeit des Gasdrucks durch 
das zweite Manometer dennoch gewahrleistet. Zur eventuellen Reinigung 
des Gases sind eingeschaltete Waschflaschen, gefiillt mit KMnO, und HgCly, 
zweckdienlich. Gasentwickler und Destillierapparat sind miteinander durch 
Gummischléuche verbunden. 


Gang der Reduktion und Destillation. 


Nach dem Reinigen des Apparats fiir Reduktion und Destillation 
wird die Waschflasche mit 5ccm Waschfliissigkeit gefiillt, wobei das 
Benetzen des Gasausleitungsrohres sorgfaltig vermieden werden muB. 
Die Waschflasche wird durch den eingefetteten Schliff des Kiihlrohres 
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an dieses angeschlossen und mit Gummiringen gesichert. Nun wird 
ein Ansatzréhrchen, das vorher mit destilliertem Wasser abgespiilt 
wurde, durch ein Stiickchen Gummischlauch mit dem Gasableitungs- 
rohr der Waschflasche — Glas an Glas — verbunden. Ein 10- oder 
50-ccm-MeBzylinder, der mit 4 bzw. 20cem Zinklésung gefiillt wird, 
dient als Vorlage. Wenn die zu erwartende Schwefelmenge weniger 
als 15 mg betragen sollte, verwende man als Vorlage einen 10-cem- 
MeBzylinder, bei gréBerer Schwefelmenge einen 50-ccm-Mebzylinder. 
Er wird an dem Stativ des Kiihlers befestigt. Das Ansatzréhrchen 
soll fast bis zum Boden der Vorlage reichen. Hierauf wird das Destillier- 
kélbchen am Kiihler befestigt. Zur Dichtung wird sirupése Phosphor- 
siure verwendet, die mittels eines Glasstabes auf den Schliff des Kiihlers 
aufgetragen wird. Die Verbindung des Kiihlers mit dem Kélbchen 
wird durch straffgespannte Gummiringe gesichert. Erst jetzt wird der 
Destillierapparat an den Gasentwickler angeschlossen. Der die Gas- 
zuleitung regulierende Schraubquetschhahn unterbindet vorerst voll- 
kommen den Gasstrom, so daB das Gas nur durch das Manometer 
entweichen kann. 

Zur Einfiillung des Saiuregemisches in das Kélbchen dient die obere 
Offnung des Kiihlrohres. Nachdem der Glasstopfen mit sirupéser 
Phosphorsaiure befeuchtet wurde, laBt man 2ccm von der stark ge- 
schiittelten Sauremischung derart in das Kélbchen flieBen, daB die 
Offnung des Seitenrohres am Kiihler nicht benetzt wird. Nun wird 
die obere Offnung mit dem schon vorbereiteten Stopfen rasch ver- 
schlossen. Auch dieser Verschlu8 wird durch Gummiringe gesichert. 

Die ganze Apparatur ist nunmehr geschlossen, und man kann 
mit der Gasdurchstrémung beginnen. Zu diesem Zwecke wird der 
Quetschhahn des zufithrenden Gummischlauches vorsichtig aufgedreht 
und der Gasstrom derart reguliert, daB durch die Waschfliissigkeit 
etwa zwei Blaschen gleichzeitig durchperlen. Nachdem dies geschehen 
ist, kann man mit dem Erhitzen beginnen. Die Flamme des Mikro- 
oder eines Bunsenbrenners, dessen Kamin abgeschraubt wurde, soll 
so hoch sein, daB der Kolbeninhalt in 2 bis 3 Minuten ins Sieden kommt. 
Zur Destillation geniigen 30 Minuten, keinesfalls aber weniger. 

Nach der Beendigung der Destillation wird das Ansatzréhrchen 
abgespilt und mit der Hand vom Gummischlauch losgelést, ohne 
jedoch dabei aus der ein wenig tiefer gestellten Vorlage vollkommen 
herausgehoben zu werden. Nun léBt man das Réhrchen in die Vor- 
lage gleiten, die man jetzt mit dem zugehdérigen Stopfen verschlieBt. 
SchlieBlich wird der Gasstrom unterbrochen, indem man die Ver- 
bindung zwischen Gummischlauch und Destillierkélbchen lést. Der 
Brenner wird erst jetzt abgestellt. Nachdem noch das Destillier- 
kélbchen vom Apparat entfernt wurde, kann mit einer neuen Be- 
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stimmung begonnen werden. Die Waschflasche braucht nicht von 
neuem gefiillt zu werden, denn eine Fiillung reicht zumindest fiir 
10 Bestimmungen aus. Ebenso braucht der Apparat nicht von neuem 
gewaschen zu werden. Sobald die Waschfliissigkeit ausgetauscht werden 
mu, geniigt es, nachdem man den Schiliff der Waschflasche mit einem 
in destilliertem Wasser ausgekochten Tuche griindlich abgewischt 
hat, die alte Waschfliissigkeit auszugieBen und sie durch eine neue zu 
ersetzen. Die iibrigen Schliffe sollen sorgfaltig mit einem reinen Tuche 
abgetrocknet werden. 


Es mu8 sehr sorgfaltig darauf geachtet werden, daB beim Beginn 
einer neuen Reduktion und Destillation der zwischen Kiihler und 
Waschflasche befindliche Teil des Apparats nicht von J, gelb 
wird, was man auch schon mit bloBem Auge gut beurteilen kann. 
Im Winter ist die Jodausscheidung in einem nicht iiberhitzten Zimmer 
kaum vor 12 bis 24 Stunden sichtbar; im Sommer kann dies aber 
auch friiher vorkommen. 


Wird J, ausgeschieden, so muf man vor Einsetzen einer neuen 
Bestimmung den Apparat entweder waschen oder so vorgehen, dab 
man ein leeres Kélbchen an dem Apparat befestigt, Siuremischung 
zufiigt und diese kocht. Das J, wird bei frischer Sauremischung bald 
reduziert, und der Apparat wird farblos. — Man kann auch das Kélbchen 
von der letzten Bestimmung unberiihrt an dem Apparat lassen und 
die alte im Kélbchen befindliche Saéuremischung so lange kochen, 
bis der Apparat farblos wird. In diesem Falle dauert die Entfairbung 
langere Zeit. 

Mehrjabrige Praxis zeigte uns, daB bei guter Dichtung des Apparats 
und richtigen Reagenzien der einzige Fehler, der vorkommen kann, 
darin liegt, daB der Apparat an den oben erwahnten Teilen mit J, 
belegt war. 

Kolorimetrischer Vergleich und Berechnung. 

Die zum Vergleich notwendigen Reagenzien und Lésungen: 

1. ,, Reagenzlésung**. 1g Dimethyl-para-phenylen-diamin-sulfat ,,. Merck‘ 
wird mit 100 ccm Wasser in einem 2-Liter-MeSkolben iiberfiihrt und sofort 
mit 400 ccm konzentrierter, reinster Schwefelsiure vom spez. Gew. 1,71 
unter Kiihlung versetzt. Dann wird, ebenfalls unter Kiihlung, bis zur 
Marke aufgefiillt. Die fast farblose Lésung ist unbeschrénkt lange 
haltbar. 

2. Eisenlésung. 25g Ferriammoniumsulfat pro anal. Merck werden 
mit 5ccm reinster, konzentrierter Schwefelsfure vom spez. Gew. 1,71 
versetzt und das Ganze in einem MeBkolben von 200 ccm Inhalt bis zur 
Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 


3. Methylenblaulésung. In einem 1000-cem-Me8kolben werden 46,7 mg 
reinstes Methylenblau pro anal. Merck in destilliertem Wasser gelést. 
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4. Methylrotlésung. A-Loésung: in einem 100-ccm-MeBkolben werden 
100 mg reinstes Methylrot pro anal. Merck in absolutem Alkohol, dem 
1 com HCl vom spez. Gew. 1,124 bis 1,126 zugefiigt wurde, gelést. B-Lésung: 
leem A-Lésung wird in einem 100-cem-MeBkolben mit absolutem Alkohol 
bis zur Marke aufgefiillt. 

5. Testlésung. 20cem Zinkloésung, 7.5cem Reagenzlésung, 2 ccm 
Eisenlésung, 1 ecem Methylrot B-Lésung und 5ccm Methylenblaulésung 
werden in einem MeSkolben auf 50 cem mit destilliertem Wasser aufgefiillt 
und 5 bis 10 Minuten stehengelassen. Diese Testlésung ist 12 bis 24 Stunden 
verwendbar. 

Das Kolorimeter. 

ErfahrungsgeméB zeigen die beiden Keile des gewéhnlichen, in den 
Laboratorien gebréuchlichen Dubosqschen Kolorimeters bei der Durch- 
leuchtung nie vollkommen gleiche Farben. Aus diesem Grunde braucht 
man zu einem genauen Vergleich stets eine Kompensierungsvorrichtung. 























Abb. 2. 


In erhéhtem MaBe muB auf das Ausgleichen der Farben geachtet werden, 
wenn geringe Beimengungen — wie dies bei organischen Farbstoffen so 
oft der Fall ist — den Aggregatzustand des Farbstoffs oder iiberhaupt die 
Farbenschattierung des durchgehenden Lichtes andern. 


Ausgezeichnet bewaéhrt sich zum Ausgleich der leichten Farben- 
unterschiede der Gebrauch von zwei Spiegeln, je einen fiir jeden Keil. 
Durch verschiedene Einstellung der Spiegelflachen erreicht man leicht 
gleiche Farbennuancen. Die Einstellung geschieht am besten wahrend der 
Beobachtung, und zwar derart, daB der eine Spiegel fixiert bleibt, wahrend 
der andere in die entsprechende Lage gebracht wird. Es ist zweckmaBig, 
am éuBeren Rande der Spiegel je einen Arm in der Weise zu montieren, 











It 








Mikrobestimmung des Schwefels im Blute usw. Vi 


daB diese Arme auf die zwei seitlich am Stativ angebrachten Skalen weisen. 
Mit Hilfe dieser Zeiger kann man die Spiegel sehr genau stellen und braucht 
nicht zu befiirchten, daB durch den Reflex der Finger, die den Spiegel 
wahrend der Ablesung richten, die Farbenschattierung eine Anderung 
erfahrt (s. Abb. 2). Die Skalen erméglichen die Festhaltung der Farben- 
gleichheit der jeweiligen Spiegeleinstellung. Fiir die Spiegel benutze man 
mattes Glas. Als Lichtquelle kann jede starke Lampe dienen. 


Gang des kolorimetrischen Vergleichens. 


Die gut verschlossene Vorlage kann wohl einige Zeit stehengelassen 
werden, sicherer ist es jedoch, die Farbenreaktion sofort durchzufihren. 


Zu diesem Zwecke wird der Zylinderinhalt — falls die Vorlage 
50 ccm faBt — mittels Pipette mit 7,5ccm Reagenzlésung versetzt 


und schnell verschlossen. Sodann werden noch rasch, ebenfalls mittels 
Pipette, 2 ccm Eisenlésung zugesetzt. Um den Kolben nicht unndétiger- 
weise lange offen zu halten, werden die Lésungen unter geringem 
Druck aus der Pipette geblasen. 

FaBt die Vorlage nur 10 ccm, so werden selbstverstandlich ali- 
quote Teile — 1,5ccm Reagenzlésung und 0,4ccm Eisenlésung 
zum Zylinderinhalt zugefiigt. 

Der Zylinder wird nach Einfiillung der Eisenlésung rasch ver- 
schlossen und einige Male langsam hin und her geschwenkt. In 10 
bis 15 Minuten erreicht die blaue Farbe ihre maximale Intensitat, 
die sie dann tagelang behalt. Aus Griinden, die in der friher erwaihnten 
Arbeit angefiihrt wurden (14), wird die kolorimetris¢he Ablesung 
jedoch erst eine Stunde nach dem VerschlieBen des Zylinders vor- 
genommen. 

Beim Vergleich der Farben ist es zweckmabig, stets die Test- 
farbe in dieselbe Seite der Kiivette zu fiillen. Es ist auch vorteilhaft, 
die Spiegeleinstellung ein fiir allemal festzusetzen, damit bei ein und 
derselben Lésung der gleichen Schichthéhe in den Kiivetten auch die 
gleiche Ablesung entsprechen soll. Es kommt manchmal vor, dai 
die blaue Farbe nach der Caroschen Reaktion eine kaum merkbare 
Triibung zeigt, und es muB dann, die Spiegeleinstellung noch weiter 
korrigiert werden. Dies andert jedoch an der Richtigkeit der Ablesung 
nichts. Auch die Verschiebung des Spiegels fiir die Testlésung und 
eine neuerliche Einstellung des Spiegels fiir die Carosche Lésung ist 
ohne EinfluB auf das Resultat. Wichtig ist nur, daB eine méglichst 
gleiche Farbennuance beider Kiivetten beibehalten wird. 

Es empfiehlt sich, dreimal abzulesen. Die Testlésung ist derart 
gewahlt, daB sie Ablesungen bei 5, 10 und 20 mm Schichthdhe bequem 
gestatten. Bei der Berechnung mu der Mittelwert dieser drei Ab- 


lesungen benutzt werden. 
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Die Berechnung. 
Die Berechnung erfolgt mittels folgender Forme]: 
. V—a 
a 6,5 y B 
oder 
— 
dot TY 
Dabei ist: 

zx, = Schwefelmenge in Mikrogramm. 

Z, = mg-°, Schwefel. 

V = Volumen der Vorlage, in der die Carosche Reaktion ducrhgefiihrt 
wurde. 

a = Volumen des Ansatzréhrchens. 

6b = ccm enteiweiBtes Filtrat. 

y = Ablesungszahl bei Farbengleichheit im Kolorimeter, wenn die Test- 
lésung auf Skalenteil 10 eingestellt wurde. 

B = Blindwert, den wir dadurch erhalten, da8 wir anstatt mit Blut, mit 
entsprechender Menge schwefelfreien Wassers die ganze Bestimmung 
durchfiihren. Dieser Wert entspricht der Verunreinigung der Re- 
agenzien mit Schwefel. Er betragt 6 bis 12 Mikrogramm, entsprechend 
0,6 bis 1,2 mg-°, Schwefel bei 5 ccm Filtrat. Der Blindwert andert 
sich nur beim Austauschen der Reagenzien. 

Nachfolgende Tabelle enthalt Blutschwefelbestimmungen gesunder 

Personen. 

Bezeichnung ecm Filtrat Ss 

des ‘em Filtrat gefunden Ss Bemerkungen 

Falles = 6,2 em Vollblut) mg mg-9/, 

H. M. 2,0 0,0287 7,20 23 a, 
2,0 0,0279 | 6,99 

B. M. 2,0 0,0277 6,95 40a, 9 
| 2,0 0,0267 6,68 

O. P. 2,0 0,0303 7,55 24a, of 
2,0 0,0266 6,70 
2.0 0,0286 6,02 
2,0 |  0,0282 7,00 

S. 2,0 0,0265 6,62 55a, 9 

U. 2,0 |  0,0286 7,10 42a, 
2,0 |  0,0310 7,40 

H. 2,0 | 00,0276 6,90 22a, 2 
2,0 0,0294 7,35 

Hr. 2.0 0,0256 6,40 28a, 2 
2,0 0,0276 6,90 

So. 2,0 0,0265 6,60 60a, 
2,0 |  0,0270 6,30 

C. 2,0 |  0,0240 6,00 30a, 2 
2,0 | 00253 6,32 

K. 2,0 0,0278 6,95 57a, »Q 
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Nach unseren Befunden ist die Gesamtschwefelmenge im mensch- 
lichen Vollblut im Mittel 6,8 mg-°,, ein Wert, der — wie aus der Tabelle 
ersichtlich — praktisch konstant ist. 
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Eine einfache titrimetrische Methode 
zur Bestimmung der Alkalireserve im Serum. 


Von 
F. Ellinger, Berlin. 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 


I. Einleitung, 


Die fortschreitende Kenntnis von der groBen biologischen Be- 
deutung der Wasserstoffionen hat zur Ausarbeitung zahlreicher Methoden 
zur Bestimmung der aktuellen Wasserstoffionenkonzentration gefiihrt. 
Die vielen mit diesen Methoden unternommenen Untersuchungen 
zeigten, daf mindestens ebenso bedeutsam wie die Kenntnis der 
aktuellen, die der potentiellen Wasserstoffionenkonzentration und der 
sogenannten Pufferungsfahigkeit der biologischen Fliissigkeiten ist}. 
Die Pufferungskapazitat des Blutes ist eine GréBe, welche fiir die kon- 
stante Erpaltung der aktuellen Wasserstoffionenkonzentration, die mit 
grober Zahigkeit vom Koérper aufrecht erhalten wird, entscheidend ist. Da 
eine Anderung um wenige Bruchteile einer Zehnerpotenz in der aktuellen 
Wasserstoffionenkonzentration nach der sauren Seite hin bereits zu 
schwersten Stérungen des Organismus (Koma) fiihrt, su ist die Kenntnis 
von den Pufferkraften, die zu Gebote stehen, um einer Ubersiuerung 
des Kérpers entgegenzuwirken, von Wichtigkeit. Diese Puffersubstanzen 
bilden im Blute in erster Linie der Bicarbonatgehalt, dann die Eiweib- 
kérper (speziell das Hiamoglobin) und schlieBlich die Phosphate. 
Man hat diese Puffersubstanzen, da ihre Aufgabe vor allem in der 
Konstanterhaltung der Blutreaktion gegen Ubersiuerung besteht, 
auch unter dem Namen der ,,Alkalireserve’’ zusammengefaBt. Unter 
dieser Bezeichnung haben sie sich in der klinischen Literatur ein- 
gebiirgert. 

Der Wichtigkeit der Alkalireserve entsprechend sind zu ihrer Be- 
stimmung zahlreiche Methoden ausgearbeitet worden. Sie haben als den 


am leichtest bestimmbaren und fiir die normale Regulation der aktuellen 
Wasserstoffionenkonzentration wesentlichsten Bestandteil die Erfassung 


1 


Eine ausfiihrliche Ubersicht mit Literatur iiber diese Begriffe findet 
man bei Klinke u. Leuthardt, Klin. Wochenschr. 1927, 8. 2409. 
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der Alkalireserve durch Bestimmung des Bicarbonatgehalts zum Gegen- 
stand. In hervorragender Weise wird dies durch die bekannten mano- 
metrischen Verfahren von Barcroft und Warburg sowie durch die gas- 
volumetrische Methode von van Slyke erreicht. Speziell die letztgenannte 
findet in den Kliniken Verwendung. Mit Hilfe dieser Verfahren hat die 
Klinik wichtige Aufschliisse iiber pathologische Zustéinde bekommen, so 
da8 eine Bestimmung der Alkalireserve nicht nur das Interesse des wissen- 
schaftlich arbeitenden Klinikers beansprucht, sondern ein diagnostisches 
Hilfsmittel geworden ist. Allein die nicht ganz einfach zu beherrschende 
gasanalytische Technik, sowie die immerhin mit einigen Kosten verbundene 
Anschaffung der notwendigen Apparaturen sind wohl Ursache, da8 die 
Methoden sich noch nicht iiberall eingebiirgert haben. Aus diesen Griinden 
hat schon van Slyke mit seinen Schiilern (1) neben seiner gasvolumetri- 
schen Methode der Alkalireservebestimmung eine titrimetrische Methode 
angegeben zur Bestimmung des Bicarbonatgehalts im Plasma: 2 ccm 
Plasma werden mit 5cem n/50 HCl versetzt und mit bicarbonatfreier 
n/50 NaOH unter Benutzung von Neutralrot als Indikator gegen ein 
Testroéhrchen titriert. Das Test enthalt Sérensen-Phosphatpuffer von px 7,4 
mit dem Indikator versetzt. Aus dem Séuredefizit errechnet sich der 
Bicarbonatgehalt des Plasmas, das als Oxalatplasma unter Paraffin ge- 
wonnen wurde. Nach den Angaben der Verfasser stimmen die titrimetrisch 
gefundenen Werte mit denen ihrer gasanalytischen Methode mit einem 
Fehler von + 7° iiberein. Hollo und Weiss (2) haben diese Methode einer 
Kritik unterzogen und auf Grund derselben eine Modifikation ausgearbeitet, 
die sie in einer fiir wissenschaftliches Arbeiten zu bevorzugenden Variation 
und einer klinischen Arbeitsmethode angeben: Sie titrieren direkt im 
verdiinnten, unter SchutzmaBnahmen gegen Kohlenséureverlust gewonnenen 
Plasma das Sdéuredefizit mit Phenolrot als Indikator (Umschlagsgebiet 
pu 6,8 bis 8,4) und benutzen als Test eine Plasmaprobe, die mit dem 
Indikator versetzt ist; sie gehen also auf die wahre Reaktion des Plasmas 
zu Beginn der Titration zuriick. Die exaktere Methode legt vor allem 
Wert auf eine vollstandige Austreibung der Kohlenséure, wofiir ein kleiner 
Apparat angegeben wird. Mit der klinischen Methode wurde ein Fehler 
von + 5%, mit der genaueren ein solcher von + 2,5°, angegeben. 

Sine Methode, die ausschlieBlich klinischen Zwecken dienen will, ist 
von Rohonyi (3) angegeben worden. Er titriert im mit Alkohol enteiweiBten 
Serumfiltrat mit Alizarinrot den Bicarbonatgehalt. Ohne eine vollstandige 
Ubersicht iiber die Methoden geben zu wollen, sei noch der Weg, den Green- 
wald und Lewmann (4) zur Umgehung der gasanalytischen Technik be- 
schritten erwéhnt; die Autoren geben eine halbgravimetrische Methode an. 


Die historische Entwicklung der Frage, das Pufferungsvermégen des 
Blutes titrimetrisch zu bestimmen, welche nach den Untersuchungen 
von Friedenthal (5) vor 25 Jahren unlésbar erschien, hat es mit sich 
gebracht, daB die gasanalytischen Verfahren das Feld beherrschen. 
Vielleicht ist es auch so zu erkliren, da®B man sich angewéhnt hat, die 
,Alkalireserve“ stets in Volumprozenten Kohlenséure anzugeben. In 
der umfangreichen Kritik der titrimetrischen Methoden spielt daher 
eine Vergleichung mit den gasanalytisch gewonnenen Resultaten eine 
Hauptrolle (vgl. H.Gollwitzer, ,,Zur Methodik der Blutalkaleszenz- 
bestimmung*‘‘) (6). Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, daB auch 
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hinsichtlich der Angaben itiber Normalwerte Schwankungen bei den 
Untersuchern, die mit den verschiedenen Methoden gearbeitet haben, 
bestehen. Es kommt also mehr auf die relativen als auf die absoluten 
Werte an [vgl. dazu neuerdings auch J. Bawmann (17)].  Berechtigt 
ist die Kritik an den Friedenthalschen Versuchen (I. c.), auf titrimetri- 
schem Wege die Pufferungskapazitat des Blutes festzustellen. Sie muBten 
erfolglos bleiben, da die physiko-chemischen Grundlagen noch nicht 
geschaffen waren. Man wuBte nicht, bis zu welcher Wasserstoffionen- 
konzentration man zu titrieren hatte, um das Alkali, das durch die 
pathologischen, sauren Intermediarprodukte besetzt war, nicht mit 
zu fassen. Heute, wo wir die Dissoziationskonstanten der verschiedenen 
alkalibindenden Séuren (Kohlenséure, Fettséuren) kennen, ist diese 
Schwierigkeit itiberwunden?. 

Der nun méglichen Wiedereinfiihrung titrimetrischer Methoden 
steht ein historisch begriindetes, aus den anfianglichen Fehlschligen 
erklirbares MiBtrauen im Wege. Hinzu kommt, daf die bisher an- 
gegebenen titrimetrischen Methoden im Verhaltnis zu ihrer Genauigkeit 
immer noch etwas kompliziert sind, was sicher ebenfalls ihrer Aus- 
breitung Abbruch getan hat. 


Il. Prinzip der Methode. 


Die im folgenden mitzuteilende Methode, auf titrimetrischem Wege die 
Alkalireserve zu bestimmen, beabsichtigt dieses Ziel auf dem eimfachstem 
Wege ohne teure Apparatur und miihselige Technik zu erreichen, und den- 
noch von theoretisch gesicherter Grundlage auszugehen. 

Nicht beabsichtigt ist, eine gr6Bere Genauigkeit der Bestimmungen 
zu erreichen. 

Die Methode besteht darin, daB direkt im verdiinnten Serum durch 
Titration im Austausch mit der Luft unter Benutzung von Bromthymolblau 
als Indikator die Menge des titrierbaren Alkalis bei einer Verschiebung der 
Reaktion bis px 6,0 festgestellt wird. Der Endpunkt ist festgelegt durch 
Vergleich mit einem Testréhrchen, das Sérensen-Phosphatpuffer von 
pu 6,0 mit dem Indikator enthalt, und erfolgt im Walepole-Komparator. 


Ill. Begriindung der Methode. 
1. Festlegung des Endpunktes der Titration. 


Die biologisch und klinisch wichtige Alkalireserve soll ein Ma8 sein 
fiir die Fahigkeit des Organismus, Séurest6Be im physiologischen pu-Bereich 
abzupuffern. Durch die pathologische Entstehung intermediarer Stoff- 
wechselséuren wird diese Fahigkeit herabgesetzt, denn diese puffern merklich 
erst in dem sauren Bereich von px 5,0 bis 3,0, wie ein Blick auf die unten 
(s. S. 83) genannten Dissoziationskonstanten dartut. Das normale 
Pufferungsvermégen beruht in dem Bicarbonatgehalt des Plasmas. 

1 Ausfiihrliche Darstellung der Pufferstadien der Spiroschen Schule 
durch Leuthardt in Abderhaldens ,,Arbeitsmethoden‘, Abt. IIT A 2, 1930, 


S. 1445. 
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Bei einer Titration bis px 6,0 titriert man nun das an Alkali gebundene 

Bicarbonat praktisch vollstandig, wie die folgende Betrachtung zeigt: 
Nach der Massenwirkungsformel ist: 
{H'] . [HCO3] 


- k. 
[C Og] 
Bei pu = 6,0 ist [H] = 10—-°. Die scheinbare Dissoziationskonstante der 
Kohlenséure k = 3. 10-7 = 10-65, 


Wird nun, wie beabsichtigt, im Austausch mit der Luft titriert, so 
haben wir den CO,-Gehalt = 0,03 Vol.-°,. 

Es ist fernerhin der Absorptionskoeffizient fiir CO, im Serum bei 18° 
mit 0,9 zu beriicksichtigen, so daB8 wir eine CO,-Konzentration von 
0,027 Vol. °, hatten, die, in Normalitaét umgerechnet, 10—4.9 betragt. 

Setzen wir diese Werte in obige Formel ein, so finden wir die Bicarbonat- 
konzentration bei pr 6,0: 

10-65 , 10-49 

ys 2 On os —he4 
[HCOg] 10-60 ae (7 S*_. 
d. h., das Bicarbonat ist, wie gefordert, praktisch véllig vertrieben ', da eine 
Menge in der GréBenordnung 10-54 als unendlich klein vernachlassigt 
werden kann, gegeniiber der urspriinglichen Menge, die sich aus der Hassel- 
balch-Formel (7) nach den dort angegebenen Daten mit 2.3 bis 2,5. 10-—2n 
ergibt. 

Andererseits werden die Alkalisalze der in Frage kommenden Fett- 
séuren noch nicht wesentlich mitgegriffen. Hieriiber gibt die Berechnung 
des Dissoziationsrestes bei pu 6,0 der betreffenden Séuren AufschluB nach 
der von L, Michaeiis (16) aufgestellten Formel: 


1 
< K’ 
1+ 
h 
worin k = Dissoziationskonstante,  — Wasserstoffionenkonzentration ist. 


Fir f$-Oxybuttersaéure ist k = 3,86. 10-5 = 10-441, 9 also bei 


Pu: 6,0 = 39.6 
ieee 

Pu: 9,f 50° 

Fiir Milchséure ist k = 1,5. 10-4 10—3,82, 9 also bei 

: 6.0 = 

Pa: 151 
57 = 2 

Pu: 9, 76 


Die Dissoziationsreste zeigen also, daB praktisch nichts von dem etwa 
gebildeten Natrium-f-Oxybutyrat oder Natriumlactat mittitriert wird. 


1 Diese Uberlegungen stimmen mit Befunden von H. Moser (Kolloid- 


chem. Beih. 25, 63, 1927) iiberein. Der Autor bestimmte die Pufferungs- 
kapazitat des Serums durch Elektrotitration. Er stellte fest, daB unterhalb 
pu = 6,5 bei einer Titration im Austausch mit Luft alle Kohlensaéure ent- 
wichen ist. 


6* 
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Die Menge des Alkaliphosphats, das bei einer Titration bis po = 6,0 
volistandig mittitriert wird, ist so gering, daB es ebenfalls unberiicksichtigt 
bleiben kann. Es ergibt sich also, daB wir bei einer Titration bis px = 6,0 
die biologisch und diagnostisch wichtige Alkalireserve vollsténdig erfassen. 


2. Beriicksichtigung des Alkaliproteins. 


Nun hat man sich angewoéhnt, infolge des praktischen Uberwiegens 
der gasanalytischen Methoden, den allerdings wichtigsten Bestandteil 
dieser Alkalireserve, némlich das an Bicarbonat gebundene Alkali (bzw. 
die Bicarbonatkonzentration), schlechthin als ,, Alkalireserve‘‘ zu bezeichnen. 
Will man aber die mit der angegebenen Methode gefundenen Werte (z. B. zur 
Nachpriifung mit gasanalytischen Resultaten) vergleichen, so mu8 man die 
durch Alkaliprotein gebundene Saéuremenge kennen, da ja die Methode das 
gesamte Saurebindungsvermégen bestimmt. 

Hieriiber lieB sich ein ungefahres Bild aus der von Jacques Loeb (8) 
aufgestellten Kurve iiber das Alkalibindungsvermégen der SerumeiweiB- 
kérper gewinnen. Da eine Séurebindungskurve fiir das gesamte Serum- 
eiweiB mir nicht bekannt war, so dialysierte ich Pferdeserum gegen 
physiologisches NaCl. Das Dialysat zeigt ein pH von 5,17. Durch 
Zusatz von 0,12 cem n/l10 NaOH zu lecm Dialysat wurde es auf 
pu 7,68 gebracht, unter Benutzung von Bromthymolblau als Indikator 
fiinffach mit physiologischem NaCl verdiinnt, mittels n/10 HCl bis zur 
Farbgleichheit mit einem Sérensen-Phosphatpuffer von px 6,0, der Brom- 
thymolblau enthielt, titriert. Uber die Werte unterrichtet Tabelle VII, 
die zeigt, daB fiir 1 cem Dialysat, um es von px 7,68 auf px 6,0 zu bringen, 
0,07 cem n/10 HCl benétigt wurden. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab einen EiweiBzgehalt von 5,75 g-%. Unter der Annahme, dai 
Serum 7% EiweiB emthalt, wiirde man also ein um 24° zu hohes Titrations- 
ergebnis zu finden haben, wenn man von einem durchschnittlichen Verbrauch 
von 0,33 ccm n/10 HCl fiir 1cem Serum ausgeht. 

Die bisherigen Titrationsverfahren suchten dieses (vielleicht etwas 
unsichere) Umrechnungsexperiment zu ersparen, indem sie zuriicktitrierten 
auf das Normal-px des menschlichen Serums (van Slyke) oder das Ausgangs-pxH 
(Hollo und Weiss) des betreffenden Plasmas. 

‘ DaB diese Verfahren eine weitgehende bzw. vollstaéndige isolierte Be- 
stimmung des Bicarbonatalkalis erreichen, bedeutet eigentlich nur einen 
Vorteil fiir den Vergleich mit den gasanalytischen Methoden; biologisch 
erscheint die Gesamtalkalibestimmung nach der hier angegebenen Methode 
als mindestens ebenso wertvoll. Sie hat aber auch sehr ausgesprochene 
technische Vorteile (s. unten). 


3. Die Indikatorwahl, 


Als Indikator wahlte ich eine 0,2 °,ige alkoholische Lésung von Brom- 
thymolblau (= Dibromthymolsulfophthalein) mit dem Umschlagsbereich 
pu 7,7 bis 6,0, die auf der alkalischen Seite blau, auf der sauren gelb gefarbt 
ist. Von der Farbstofflésung wurden auf je 5 ccm Untersuchungsfliissigkeit 
0,1 cem zugegeben, um so Farbgleichheit bei den verschiedenen Quantitaéten 
zu sichern. 

Dieser Farbstoff, der im Serum einen griinen Farbton zeigt, erschien 
mir geeigneter als die von den oben erwaéhnten Autoren benutzten gelbrot 
umschlagenden Indikatoren, da deren Umschlag bei der Eigenfarbe des 
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Serums nicht so deutlich ist. Auch beim Bromthymolblau la6t sich der 
Umschlag noch nicht mit aller wiinschenswerten Scharfe feststellen. Ich 
stellte daher die Untersuchungen im Walepole-Komparator (9) unter Be- 
nutzung der Blauscheibe an und titrierte auf Farbgleichheit mit einem 
Testréhrchen, welches Sérensen-Phosphat von px 6,0 mit dem Indikator 
versetzt, enthielt. Wie alle Farbstoffe der Clark-Lubschen Indikatorenreihe 
zeichnete sich auch das Bromthymolblau durch einen geringen Salz- und 
EiweiBfehler aus, wie Kontrollmessungen am Umschlagspunkt in den 
titrierten Serumportionen mittels der U-Elektrode ergaben. 


Die Ergebnisse von zehn beliebig herausgegriffenen aufeinander- 
folgenden Messungen seien nachstehend mitgeteilt. 


Es wurde gefunden fiir pa = 6,0 (kolorimetrisch) : 
6,16 6,23 5,90 6,05 6,09 6,30 6,00 5,92 5,72 (elektrometrisch). 


Die Titrationen erfolgen also mit einem maximalen Fehler von pu + 0,3, 
wie es die Autoren von den Indikatoren der Sulfophthaleinreihe angeben. 
Die Gefahr, wesentliche Mengen der Alkalisalze der intermediaér gebildeten 
Fettsiuren mitzutitrieren, besteht nicht, selbst wenn man das ungiinstige 
Resultat der obigen Reihe, px = 5,7, als Regelfall annehmen will, da auch 
bei dieser Wasserstoffionenkonzentration, wie oben (vgl. 8. 83) gezeigt, 
die Werte fiir 9 der entsprechenden Saéuren immer noch sehr klein sind, 
sie also immer noch weitgehend dissoziiert bleiben. 


4. Mengenverhdltnisse. 


Es muBte das Bestreben der Methode sein, mit mdglichst kleinen 
Mengen zu arbeiten, einmal, um gréBere Blhitentnahmen unnétig zu machen, 
dann aber auch, weil, je kleiner die Fliissigkeitsmenge ist, tum so schneller 
der durch Schiitteln zu bewerkstelligende Austausch der infolge der Saure- 
zugabe freigesetzten Kohlensiure mit der Atmosphare sich vollzieht. 
Die Versuche wurden deshalb mit 1 ccm Serum gemacht. Die Menge ist 
jedoch an sich auch noch zu klein, um im Komparator gut verglichen werden 
zu kénnen. Deswegen wurde eine Verdiinnung auf das Fiinffache mit 
physiologischer (0,85°,) Kochsalzlésung vorgenommen. Die so erhaltenen 
5 ccm gestatten ein gutes Ablesen im Komparator, und das Ausschiitteln 
der frei gemachten Kohlenséure geht sehr schnell vonstatten. Die Ver- 
diinnung mit NaCl ist notwendig, um das Ausfallen des “Globulins zu 
verhindern, das einen Vergleich im Komparator unmdéglich macht. Ein 
Heruntergehen in der Menge des pro Portion verarbeiteten Serums 
auf 0,5cem schien mir nach einigen in dieser Richtung angestellten 
Versuchen nicht zweckméBig, weil die Resultate ungenauer werden. Da 
die Methode mit 4cem Serum, wie noch unten gesagt wird, fiir Doppel- 
bestimmungen auskommt, und auch die gasvolumetrische Bestimmungs- 
methode die Préparation von 3ccm Plasma vorschlaégt, so diirften die 
Mengenverhialtnisse keine Schwierigkeit beim Arbeiten bieten. 


5. Die Blutentnahme und Serumgewinnung. 


Besondere Kautelen bei der Blutentnahme und Serumgewinnung 
erwiesen sich nicht als nétig; es wurde nach Moglichkeit eine heftige Stauung 
bei der Blutentnahme vermieden, ebenso wie die Entnahme nach einer 
Mahlzeit, da die Verdauungslipamie stérend beim Vergleich im Kom- 
parator wirkt. 
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Ich sehe es als einen Vorteil der Methode an, daB die Blutentnahme 
und Serumgewinnung sowohl ohne gerinnungshemmende Mittel wie ohne 
Paraffinabschlu8 zum Zwecke der Erhaltung der originalen CO,-Spannung 
des Blutes erfolgen kann, da die CO, bei der Titration sowieso ausgeschiittelt 
wird. Die UnbeeinfluBbarkeit der Menge des titrierbaren Alkalis in einer 
Bicarbonatlésung durch die CO,-Spannung konnte ich in Ubereinstimmung 
mit der von Haffner referierten Feststellung (11) zeigen. (Vgl. dazu Ta- 
belle II.) Hingegen ist der Gehalt des Serums an titrierbarem Alkali ab- 
hangig von der Kohlenséurespannung, die im Moment der Abtrennung des 
Serums von den roten Blutkérperchen herrscht. Ist sie niedrig, so liegt 
das titrierbare Alkali in héherem MaBe als AlkalieiweiB vor und findet 
sich damit in den eiweiBreichen Blutkérperchen. Ist die Kohlensaure- 
spannung hoch, so bildet sich Alkalicarbonat, das sich tiberwiegend im 
Serum befindet. Uber die quantitativen Verhaltnisse unterrichten Unter- 
suchungen von Fridericia (12), der zeigte, daB bei einem Sinken der CO,- 
Spannung von 52,6mm auf 0,07mm im Plasma der NaCl-Gehalt von 
0,543 auf 0,600°, ansteigt. Da bei der Titration das NaCl nicht mittitriert 
wird, so wiirde das einen Fehler von 40°, ausmachen. 

Nun entweicht aber die Kohlenséure verhéltnismaBig langsam. Ich 
stellte daher Untersuchungen an, um die GréBe des hierdurch entstehenden 
Fehlers unter meinen Versuchsbedingungen zu ermitteln. Die Versuche 
sind in Tabelle VI zusammengestellt. 

Es wurde bei einer Anzahl Patienten eine Portion Blut unter Paraffin 
geschichtet zur Serumgewinnung benutzt, eine zweite ohne alle Vorsichts- 
maBnahmen zur Verhiitung des CO,-Verlustes verarbeitet. Beide wurden 
unmittelbar nacheinander titriert. Die Zeiten der Verarbeitung lagen 
1 bis 4 Stunden nach der Blutentnahme. Wie die Ubersicht zeigt, betragen 
die Differenzen im ungiinstigsten Falle 0,06 ccm n/10 HCl, was einen 
Fehler von 20°, ausmacht. Da ich mit der angegebenen Methode keine 
absoluten Werte zu schaffen beabsichtigte, sondern es mir nur um_ rela- 
tive Werte zu tun war, so erschien es belanglos, ob der Normalwert um 
0,06 cem n/10 HCl, was 17 Vol.°, CO, entspricht, héher liegt oder nicht. 
Bedeutungsvoll ist vielmehr, welchen Ausschlag pathologische Falle zeigen. 
Dieser muB deutlich auBerhalb dieser Fehlergrenze liegen. Dab dieser An- 
forderung entsprochen wird, zeigt die Aufstellung in Tabelle IV. 

Zur Frage der Kohlenséurespannung kann ich also die Erfahrung 
der Autoren, wenigstens fiir die hier vorliegenden Verhaltnisse, bestatigen, 
daB die Héhe der CO,-Spannung wohl die Héhe der Ausgangswerte, nicht 
aber die relativen Verhaltnisse beeinfluBt. Auf Grund dieser Feststellung 
erscheint mir die Durchbrechung der bisher bei den friiheren Methoden 
geiibten VorsichtsmaBnahmen zur Erhaltung der originalen CO,-Spannung 
gerechtfertigt. Es wird dadurch das Arbeiten nicht unwesentlich erleichtert. 


6. Die Salzsduretitration. 


SchlieBlich glaubte ich eine Vereinfachung der titrimetrischen Technik 
fiir Alkalireservebestimmungen dadurch zu bringen, daB ich direkt im 
Serum mit n/10 HCl titrierte. Die Sauredefizittitration hat wie alle Laugen- 
titrationen ihre nicht zu unterschaétzenden Schwierigkeiten in der Erhaltung 
der bicarbonatfreien Lauge, die in den Kliniken nicht immer einfach 
durchzufiihren ist. AuBerdem bietet mein Vorgehen den Vorteil, daB die 
Herstellung des CO,-Gleichgewichts zwischen Luft und Flussigkeit sich 
unter der Kontrolle des Indikators vollzieht. Die CO,-Austreibung bei 
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pu 6,0 ist dann vollendet, wenn sich bei weiterem kriaftigen Schiitteln die 
Indikatorfarbe nicht mehr aéndert. 

Im Hinblick auf das praktische Arbeiten wurde die n/10 Lésung 
gewaéhit. Sie ist mit genauer Einstellung von den einschlagigen Firmen 
zu beziehen, so daB bei Benutzung frischer Lésungen sich die Titerstellung 
sehr einfach gestaltet. Von dem Arbeiten mit n/20 oder n/100 Lésungen, 
die durch Verdiinnen selber herzustellen waren, nahm ich Abstand, einmal 
weil sich dadurch leicht die Fehlerquelle vergréBert, dann auch, weil wir 
ein gréBeres Fliissigkeitsvolumen erhalten. Dadurch dauert das Aus- 
schiitteln der freigesetzten CO, langer, und somit wird die Gesamtdauer 
der Bestimmung verlangert. 


IV. Die Methode. 


1. Benétigte Reagenzien und Materialien. 
1. 0,2°,ige Lésung von Bromthymolblau in 96°,igem Alkohol (gut 
verkorkt aufgehoben, lange brauchbar). 
2. 0,.ln HCl, méglichst frisch. (Titerstellung!) 
3. Physiologische Kochsalzlésung (0,85°,). 
4. Pufferlésungen: 
a) Aus Sérensen-Phosphat m/15 (13): 


px 5,8 = 0,8 ccm sekundares Phosphat + 9,2 ccm priméres Phosphat 
+ 0,2 eem Indikator 


px 6,0 = 1,2 ,, sekundires Phosphat + 8,8ccm_ primiéres 
Phosphat + 0,2 cem Indikator | 

on 6,2 = 1,8 ,, sekundéres Phosphat + 8,2 ccm priméres 

I I ; } 
Phosphat + 0,2 cem Indikator 


b) Falls Sérensen-Phosphat nicht vorhanden, kann man sich bequem 
auch folgendermaBen Pufferlésungen herstellen: 


pu 6,10 = 6,6 cem molare Phosphorséure + 7,9cemn NaOH + 5,3cem 
Aqua dest. + 0,4 cem Indikator 

pu 5,95 = 6,6 .,  molare Phosphorséure + 7,6cem n NaOH + 5,6ccem 
Aqua dest. + 0,4 cem Indikator 


In Reagenzglasern mit paraffiniertem Kork im Dunkeln aufgehoben 
gut haltbar. 

5. Ein Walepole-Komparator. (14) 

6. Eine Mikrobiirette mit Einteilung in 0,01 ccm. TropfengréBe 
héchstens 0,03 cem. Durch Ausziehen des Hahnes erhalt man leicht 
auch Tropfen von 0,02 ccm. 

7. Eine Reihe méglichst gleichkalibriger Reagenzgliser; eventuell 
selber durch Einfiillen von 10 ccm Wasser zu kalibrieren. 


8. Pipetten zu leccem und solche, die in 0,1 ccm unterteilt sind. 


a 


). Zentrifugenglaser von 20 ccm Fassungsvermégen. 
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2, Ausfiihrung. 


In ein Zentrifugenglas, das vollstandig getrocknet sein muB — 
am besten im Trockenschrank — werden 15 bis 20 ccm Blut, jedenfalls 
so viel Blut, daB man 4 bis 5ccm Serum gewinnt, mit der AderlaB- 
kaniile oder Spritze eingebracht. Das Blut wird etwa 10 Minuten lang 
in einer Zentrifuge von 2000 bis 3000 Umdrehungen zentrifugiert. In 
dieser Zeit hat sich ein klares Serum abgesetzt. Hiamolytische Sera 
sind nicht zu gebrauchen, da das ausgetretene Hamoglobin ein sehr 
starkes Pufferungsvermégen zeigt. 

In drei Reagenzglaser werden je 1 ccm Serum und 4 ccm physiologi- 
scher NaCl gegeben. Zwei dieser Gliser kommen in die hintere Reihe 
des Komparators (Seite, auf der sich die Blauscheibe befindet). In 
die vordere Reihe kommt, je nachdem welche Pufferlésung man benutzt, 
das Test pu = 6,0 oder px = 6,1 und ein Réhrchen mit dem verdiinnten 
Serum, zu dem noch 0,1 ccm der Indikatorlésung gegeben worden ist. 
Sie werden also vor die Réhrchen mit dem verdiinnten Serum gestellt. 
Nunmehr gibt man tropfenweise n/10 HCl zu dem mit Indikator ver- 
setzten Réhrchen hinzu und schiittelt jedesmal griindlich die frei- 
gesetzte Kohlensaure aus. Dies ist erreicht, wenn beim Schiitteln die 
Farbe des Indikators in dem zu titrierenden Réhrchen beim Vergleichen 
im Komparator sich nicht mehr verstérkt. Man gibt nun den nachsten 
Tropfen zu und wiederholt das Schiitteln und Vergleichen, bis bei Be- 
nutzung der aus Sérensen-Phosphat hergestellten Puffer die Farbe des 
Testes pu = 6,0 erreicht ist. Man tberzeugt sich durch Einsetzen von 
Test pu = 6,2, daB dieses intensiver griin als das Untersuchungsobjekt 
und Test pa = 5,8 heller im Farbton als die zu titrierende Portion ist. 
Benutzt man die andere Testserie, so titriert man auf eine Mittelfarbe 
zwischen pu = 6,1 und 5,95, wobei Test 6,1 etwas intensiver griin, Test 
5,95 deutlich heller griin als die Untersuchungsfliissigkeit erscheinen soll. 

Die Bestimmungen miissen in absolut trockenen Reagenzglaisern 
und bei Tageslicht ausgefiihrt werden. 

Es empfiehlt sich, Doppelbestimmungen anzustellen, die um 
0,03 ccm differieren k6nnen. Der Mittelwert ist als richtig anzunehmen. 

Verfiigt man iiber reichlich Serum und besitzt man einen sechs- 
lécherigen Komparator, so kann man sich das Verfahren besonders 
bei der Titration auf die Mittelfarbe zwischen py = 6,0 und 5,95 noch 
weiterhin dadurch vereinfachen, daB man in alle drei Locher der hinteren 
Reihe des Komparators je ein Réhrchen Serum, mit physiologischer 
NaCl 1:5 verdiinnt, stellt, in die vordere Reihe kommt rechts und 
links ein Testréhrchen, das mittlere Loch nimmt die zu titrierende 
Portion auf. Die Ablesungen werden so sehr bequem. 

Sollten aus irgendwelchen Griinden andere Verdiinnungsverhilt- 
nisse fiir das Serum erwiinscht sein, so muB auch die Indikatormenge 
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geandert werden, um dieselbe Farbintensitét wie die Teste beizu- 
behalten. Deren Farbe ist so eingestellt, daB 0,1 cem Indikator auf 
5cem Untersuchungsflissigkeit zu kommen hat. Hieraus laBt sich 
die fiir andere Verhaltnisse notwendige Indikatormenge miihelos 
berechnen. 


V. Umrechnung der Titrationswerte in Volumprozente Kohlensiure. 

Manchen Benutzern der Methode diirfte eine Umrechnung in Volum- 

prozent CO, erwiinscht sein. Dies geschieht nach der Formel: 
(n — 0,08) . 224 = Vol.-°% CO,. 

n = Anzahl der verbrauchten Kubikzentimeter n/10 HCl; 0,08 = Durch- 
schnittswert der durch Alkaliprotein gebundenen Menge n/10 HCl bei 
einer Titration bis px 6,0; 224 = Molvolumen der Gase, 22,4. 10, da mit 
n/10 titriert wurde. 


VI. Ergebnisse. 


Mit der angegebenen Methode wurden zunichst eine Reihe von 
Modellversuchen ausgefiihrt, die in Tabelle I zusammengestellt sind. 
Sie zeigen, daB es gelingt, eine n/10 NaHCO,-Lésung mit einem Fehler 
von 2 bis 3% zu titrieren und daB sowohl Zusatz von destilliertem 
Wasser, wie Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlésung, das 
Titrationsergebnis nicht beeinflussen. Versuche mit Durchleitung 
von 5% CO, in Stickstoff, die in Tabelle I] zusammengestellt sind, 
zeigen, daB fir deri Bicarbonatgehalt die CO,-Spannung ohne Be- 
deutung ist, was in Ubereinstimmung mit Befunden von F. Haffner (15) 
steht. 

Weitere Versuche galten der Feststellung des Normalwertes der 
Alkalireserve. 

Betrachten wir die Titrationsergebnisse der in den Tabellen ITI, 


V und VI aufgefiihrten 15 Faille, so finden wir, daB die Anzahl der 


Tabelle I. 


Modellversuche. 





Menge Verbrauchte 
Nai CO, Indikator Zusatz n +s 
ecm ecm 
2,00 0,2 ecm a 2,00 
2.00 02 , —_ 2.02 
2,00 0,2 eem Bromthymolblau (0,04% ) — 1,94 
2,00 02 , - (0,04°,,) -— 1,96 
2,00 /|0,2 , ‘ (0,04°,,) — 1,97 
2,00 | oe ‘ (0,04°,,) 8,00 cem Aqua dest. 1,94 
2,00 iD ss mi (0,04°,,) 8,00 , i? - 1,96 
2,00 Ce ws ai (0,2°,) 8,00 cem physiol. NaCl 1,97 
1,00 G2. * (0,2°,,) 4,00 , - NaCl 0,99 
0,50 | 0,05, (0,2%) 2,00 , = NaCl 0,50 
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Tabelle IJ. Einflu8 der Kohlenséurespannung. 
eo. 3 ~ 
i: 3 
oe Indikator Zusatz fs = ee 
LZ er) 
a - 
ecm eem 
1,0 Methylorange 4,0cem physiol. NaCl 1,03 
1,0 = 40 , NaCl 1,04 
1,0 | 0,1eem Bromthymolblau (0,2%) 4,0, » NaCl, 0,98 
19 101 , . (0,2°,)|4,0 , ss NaCl 1,00 
1,0 O01 , : (0,2%)|4,0 , , NaCl. 0,99 
16104 » ” (0,2?,)| 4,0 , » NaCl, 0,95  ) Jede Portion 
10/01 , a (0,2?,)| 4,0, » NaCl 0,92 | |unmittelbarn 
10 O14 , (0,2) 4,0 , » NaCl) 0,96 | ee oc hk 
10 01 ” : (0.2°°)'40 7 7 Nacl! 0.97 | WN, Wahrend 
19 101 . " (0,2°,,) 4,0, _ NaCl | 0,96  /1 Min. titriert 
Tabelle III. Normale Sera. 
Verdiin- Brom- Ver- 
Serum- Dung mit —— brauchte i‘ 
Nr. physiol. blau- Menge am Um- B k 
: eT Na Cl menge n/10 HCl schlags- ne 
ecm ecm ecm ecm punkt 
(| 1,0 4.0 0,1 22° 3 peer , 
1 10 40 01 033 | 6.09 40 jahr. gesunder Mann 
9 2.0 8.9 0.2 0.70 | — 36 jihr. Frau. Schenkelhernie 
| 
2 | 29 jihr. Frau. Kniegelenks- 
1,0 4,0 0,1 oso | — ye 
8 | ’ ’ ’ 7 o luxation. im Serum vor der 
| 1,0 4,0 0,1 0,31 5,84 J Titration = 7,61 
cS 44 jabr. Frau. Fettsucht. Blut 
4 1,0 4,0 0,1 035 | — mit Veniile entnommen. Py vor 
der Titration = 7,48 
. | { 40 jahr Frau, Oberschenkel- 
9 1,0 4,0 0,1 0,33 | — | fraktur. 24 Std. altes Serum 
Tabelle IV. Verainderte Befunde im Serum. 
Verdiin- Brom- Ver- 
Serum- Dung mit a ag brauchte ‘i 
N hysiol lau- Menge am Um- Bemerk 
r menge PY, cl menge | n/l0 HCl schlags- emerkungen 
ecm ecm ecm ecm punkt 
x aie 53 jahr. Frau. Diabetes mellitus 
1 { 1,0 4,0 0,1 0,27 5,51* | Aceton + Acetessigsiure + im 
i 1.0 4,0 01 0.23 5.94 j Urin. Blut unter Paraffin ent- 
nommen 
9 1,0 4,0 0,1 0.21 | 26 jahr. Primipara. Graviditas 
. 1,0 40 Of 0,24 ee | Mensis X 
a | 1,0 4,0 0,1 0,20 — | . io mree 
3 10 40 01 0.23 ye | 31 jahr. Frau. Intra partum 
1,0 4,0 0,1 0,23 -- 5 : 
41] yo | go | on | og | — jt ™ ice” 
li o5 | 40 | 0063 | on | — SI 


* BewuBt tibertitriert. 
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Tabelle V. Normale Werte bei pathologischen Fiillen. 





Verdiin- Brom- Ver- 
Serum- nungmit thymol-  brauchte PH am 
Nr. menge physiol. blau- Menge Um- Bemerkungen 
NaCl menge ni lOHCI schlags- 
eem eem eem cem punkt 
¢ 44 jiihr. Frau. Nephritis. Neuri- 
1 1,0 4,0 0,1 0,30 on | tis optiea. Blutdruck 250/175 mm 
| 1,0 4.0 0,1 0,32 5.94 | Hg. Gesichts- und Beinideme 
{ a ) 69 jahr. Frau. Diabetische Gan- 
2 1.0 4,0 0.1 0,35 grin. Urin: Zucker + Aceton 4 
| Insulin behandelt 
{ 1,0 4.0 0,1 031 _ 
0 0 0 £ —~ 
3 - or ae a 45 jihr. Mann. Tabes dorsalis 
| 0,5 2,0 0,05 0,16 — 
4 { 1,0 4,0 01 0,34 -- | 29 jihr. Frau. II. Para 
| 1.0 40 0.1 0.36 5.60 | Eriftnungsperiode 
Qs 62 jibr. Mann. Nephrosklerose 
5 | 1,0 4,0 0,1 0,33 5,90 | Blutdruck 233/155 mm Hg 
Q¢ Opticusatrophie. Blut unter 
| 1,0 4,0 0,1 0,33 Sa 8 Paraffin enthnommen 
OTF . 26 jahr. Frau. Il. Para. Gravi- 
6 1,0 4,0 0,1 0,29 6,30 ditas Mensis X. Seit 2 Wochen 
a9 > iibertragen. Blut unter Paraffin 
| 1,0 4,0 0,1 0,32 6,10 entnommen 


verbrauchten Kubikzentimeter n/!0 HCl fiir 1 cem Serum zwischen 
0,25 und 0,40ccm schwankt. Nehmen wir den Mittelwert aus den 
31 Titrationen, die bei diesen 15 Fallen angestellt wurden, so ergibt 
sich, daB im Mittel 0,33 ccm n/10 HCl fiir l1ecem Serum gebraucht 
wurden, um dieses auf ein pq von annahernd 6,0 zu bringen. Der 
Wert entspricht, nach der oben (S. 89) gegebenen Forme! umgerechnet , 
56,0 Vol.-°4 CO,. Diese Zahl wiirde einem Wert entsprechen, wie man 
ihn bei der Ermittlung der Alkalireserve nach van Slyke in Normal- 
fallen zu finden pflegt. Die in Tabelle IV zusammengestellten vier Falle 
zeigen ein deutliches Abweichen gegeniiber den erstgenannten 15 Fallen. 
Errechnet man aus den acht Titrationen, die bei diesen vier Fallen 
angestellt wurden, den Mittelwert, so ergibt er sich mit 0,23 cemn/10 HC! 
fiir 1 cem Serum, was rund 34 Vol.-°,, CO, entspricht. Nach der Methode 
van Slykes wiirde es sich also hier um eine leichte Azidose handeln. 

Wenn auch das vorliegende Material sehr klein ist — leider ver- 
hinderten auBere Griinde eine Vermehrung der Fille —, so erscheint 
es mir doch méglich, folgende SchluBfolgerungen zu ziehen: 

Normal ist nach dieser Methode eine Alkalireserve, wenn fiir 1 com 
Serum bei mindestens Doppelbestimmungen ein Mittelwert von 0,33 ccm, 
der zwischen 0,26 bis 0,38cem n/10 HCl schwankt, gefunden wird. 
Ist der Mittelwert aus Doppelbestimmungen tiefer, so ist die Alkali- 
reserve verringert. Doppelbestimmungen diirfen um 0,03 bis 0,05 ccm 
voneinander abweichen. 
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Tabelle VI. 


Vergleich mit und ohne Paraffin entnommener Serumportionen. 





Verdiin- Brom- Ver- 
Serum- | nungmit thymol- | brauchte PH 
Nr. menge physiol. blau- Menge am Um- Bemerkungen 
NaCcl menge n/l0HCI_ schlags- 
ecm ecm ecm eem punkt 
Mit Paraffin 
16 ({- #6 | @1 0,37 5,72 
1,0 | 40 0,1 0,37 — 54 jihr. Mann. Bronchial- 
1 2 earcinom 
Ohne Paraffin 
1,9 4,0 01 0,40 _ 
1,0 4,0 0,1 0,38 5,86 


Mit Paraffin 
1,0 4,0 0,1 0,36 5,87 


47 jihr. Mann. Uleus ventriculi 





2 Ohne Paraffin in Ausheilung 
1,0 4,0 0,1 | 0,85 oo 
1,0 4,0 0,1 | 0,37 6,03 


Mit Paraffin 
0,2 5, 
1,0 4,0 0,1 34 5,92 21 jihr. Frau. Il. Para. 
8 Ohne Paraffin Ende der Eriffnungsperiode 

















1,0 4,0 0,1 0,25 6,30 
1,0 4,0 0,1 0,30 | 6,00 
Mit Paraffin 
1,0 40 | O04 | 082 | 6,16 
1,0 40 | O 0,37 i 17 jihr. Madchen. Nephritis. 
4 i Blutdrack 130/99 mm Hg. 
Ohne Paraffin Urin: Reichlich Erythrocyten 
10 | 40 | O1 | 030 | 623 
10 4,0 01 | Oost | — 
Tabelle VII. 
Bestimmung des EiweiBfehlers. 
Serum- NaCl- n/l10 NaOH- | Indikator- ——” PH 
menge Zusatz Zusatz menge n/l0 HCl 
ecm ecm ecem eem eem gefunden anstatt 
1,0 4,0 0,12 0,1 0,07 5,88 6,00 
1,0 4,0 0,12 0,1 0,07 — _ 
1,0 4,0 0,12 0,1 0,08 5,85 6,00 
2,0 8,0 0,24 0,2 0,14 5,81 6,00 
2.0 8,0 0,24 02 0,15 5,86 6,00 


Da nun die Breite des Gebietes von dem Mittelwert der normalen 
bis zum Mittelwert der als verandert anzusehenden Alkalireserve 
0,l ccm n/10 HCl betraigt (0,23 bis 0,33 ccm), so scheint die eingangs 
gestellte Forderung erfiillt, daB Normalwerte und pathologische Ab- 
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weichungen geniigend weit auseinanderliegen, da die Grenze des normalen 
Gebietes mit 0,lcem den doppelten erlaubten Fehler der Methode 
ausmacht, wenn man ihn ungiinstig mit 0,05 ccm einsetzt. Es scheint 
demnach nicht wahrscheinlich, daB man durch diesen Fehler sich 
pathologische Resultate vortauscht, besonders wenn man, wie es bei 
Fall 1 in Tabelle IV gezeigt wurde, eventuell eine Portion deutlich 
iibertitriert und dann den Mittelwert einsetzt. 

Nicht entschieden scheint die Frage, ob man auf den Paraffinschutz 
bei der Blutentnahme verzichten kann. Tabelle VI scheint dies zu 
bejahen, da man allem Anschein nach dieselben Verhaltnisse nur bei 
absolut héheren Werten zu finden scheint. Dies muB aber erst die 
klinische Nachpriifung erweisen. 


VII. SchluB. 


Mit den hier mitgeteilten Daten giauben wir eine fiir manche 
klinische Frage brauchbare Methode als einfaches diagnostisches Hilfs- 
mittel an die Hand gegeben zu haben. Ausdriicklich sei nochmals betont, 
daB es uns nicht darum zu tun war, exaktere Resultate als die aner- 
kannten Methoden zu liefern. Deswegen sei zum Schlu8B nochmals 
auf einen Punkt hingewiesen: Die historische Entwicklung hat es mit 
sich gebracht, den Begriff ,,Alkalireserve“‘ als eine GréBe in Volum- 
prozenten CQ, auszudriicken. Daher werden viele Nachuntersucher 
sich VeranlaBt sehen ihre Titrationswerte nach der oben angegebenen 
Formel umzurechnen. Mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit werden solche 
Umrechnungen besonders bei stérkeren pathologischen Abweichungen 
der Alkalireserve Differenzen in dem ermittelten Gehalt an Bicarbonat 
aufweisen, die méglicherweise sogar bis 25 Vol.-°,, CO, betragen kénnten. 
Darauf kommt es unseres Erachtens aber auch gar nicht an, sondern 
wichtig erscheint uns nur zu sein, daB die relativen Verhaltnisse zwischen 
Normalwert und pathologischem Befund bei gasanalytischer Methode 
und Titrationswert sich annahernd gleich verhalten. Trotz solcher 
immerhin méglichen Abweichungen kann sogar die  titrimetrische 
Methode bis zu einem gewissen Grade eine Erweiterung fiir das Ver- 
standnis der Alkalireserve geben. Sie gestattet uns nunmehr, wirklich 
das gesamte Alkali, welches zur Saéurebindung zur Verfiigung steht, 
zu erfassen, ohne die Natriumsalze der sauren Intermediirprodukte 
mitzugreifen, und gestattet es, wie wir hoffen, in einfachster Weise. 
Aus diesen Griinden méchten wir empfehlen, iiberhaupt von der Um- 
rechnung in Volumprozent CO, abzusehen und die Alkalireserve im Sinne 
des Wortes als Sdurebindungsvermégen einfach in Kubikzentimetern 
der Normalsdure (bzw. n/10 Sdéure) auszudriicken. Wir gehen in dieser 
Forderung mit Klinke und Leuthardt (18) konform. Die Autoren 
schlagen vor, die Pufferkapazitaét in n/1000 Einh. anzugeben. 
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VIII. Zusammenfassung. 

Es wird eine kolorimetrische Titration von Serum (1 : 5 mit physio- 
logischer NaCl verdiinnt) mit n/10 HCl unter Benutzung von Brom- 
thymolblau als Indikator angegeben. Die Titration erfolgt unter Be- 
nutzung des Walepole-Komparators bis px 6,0. So gelingt es, die 
fiir die Pufferung des Blutes wichtige Alkalireserve im Serum zu 
erfassen, ohne, wie durch formelmaBige Ableitung gezeigt wurde, dabei 
nennenswerte Betrage der Natriumsalze intermediarer Stoffwechsel- 
produkte mitzuerfassen. Die angegebene Art der Alkalireservebestim- 
mung bietet iiberdies den Vorteil, daB auBer dem HCO3-Gehalt auch 
das Saurebindungsvermégen der SerumeiweiBkérper in dem genannten 
Bereich mitberiicksichtigt, der Begriff der ,,Alkalireserve‘‘ also noch 
erweitert wird. 

Die vorstehende Arbeit wurde im Sommersemester 1927 durchgefiihrt. 
Verschiedene Griinde gestatten jetzt erst die Drucklegung. Herr Prof. Dr. 
H.H. Weber, jetzt in Miinster, hat mich bei der Durchfiihrung der Unter- 
suchungen in entgegenkommendster Weise beraten und hatte die Liebens- 
wiirdigkeit, die klinische Nachpriifung der Methode an der medizinischen 
Universitétsklinik in Miinster in die Wege zu leiten, nachdem die urspriing- 
liche Absicht des Verfassers, sie selbst vorzunehmen, durch sein Verbleiben 
bei der theoretischen Medizin unméglich wurde. Die klinische Durchpriifung 
hat inzwischen Herr Dr. J. Miiller entgegenkommenderweise durchgefiihrt. 
Herr Dr. Miiller veréffentlicht seine Befunde in einer gleichzeitig in der 
,,Klinischen. Wochenschrift‘* erscheinenden Arbeit. Seine Ergebnisse 
bestaétigem im wesentlichen die vorstehend mitgeteilten Resultate. Ich 
méchte nicht verséumen, auch an dieser Stelle Herrn Prof. Weber, 
wie Herrn Dr. Miiller und allen den Kollegen der verschiedenen Kliniken 
der Charité, die mich bei der Beschaffung des ,|Untersuchungsmaterials 
freundlichst unterstiitzten, nochmals meinen besten Dank zu sagen. 
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Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn und Jensen 
bei gréGberen Zuckerkonzentrationen. 


Von 


Ladislaus Mosonyi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Als Fehlerquellen der Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn und 
Jensen hat man angefiihrt: a) bei der EnteiweiBung der Blutprobe 
wird der gebundene Zucker im Koagulum mit niedergeschlagen’, 
und da dieser Anteil der Bestimmung entgeht, erhilt man weniger 
Zucker, als wirklich vorhanden war; b) diametral entg¢gengesetzt lautet 
der andere Einwand?, wonach neben dem Zucker auch dem Glutathion 
im Blute eine reduzierende Wirkung zukommt, daher man im End- 
ergebnis mehr Zucker erhalt. Da sich aber das Verfahren an der Hand 
der meisten Nachpriifer als vorziiglich verwendbar erwies, ist seine 
Beliebtheit und groBe Verbreitung nur verstandlich. 

Dies Verfahren wurde urspriinglich bloB fiir eine maximale Blut- 
zuckerkonzentration von 0,385°, ausgearbeitet; doch darf auch an 
diese Grenze nicht allzu nahe herangekommen werden, einerseits mit 
Riicksicht auf die Blindreduktion, andererseits infolge der Unsicherheit 
der Bestimmung des nichtreduzierten Ferricyankaliums, wenn die 
Titration bereits durch das Einfallen der ersten Tropfen der Thiosulfat- 
lésung beendet ist. 

Im Verlauf gewisser Versuche, die derzeit noch nicht abgeschlossen 
sind, hat sich die Notwendigkeit ergeben, die Bestimmungen in be- 
sonders zuckerreichen Blutproben auszufiihren, und glaubte ich dies 
besser, als durch Verdiinnung des Blutes, mit der ja eine neue Fehler- 
quelle eingefiihrt wird, dadurch zu erreichen, daB ich die bewahrte 


1S. L. Tompsett, Biochem. Journ. 24, 1167, 1930. 
2 M. Somogyi, Arch. int. med. 42, 931, 1928. 
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Hagedorn-Jensensche Methode auf einen gréBeren Zuckerkonzentrations- 
bereich auszudehnen versuchte, als urspriinglich angegeben war. DaB 
dies iber Erwarten gelungen ist, soll in nachstehendem gezeigt werden. 


Modifikationen des Hagedorn-Jensenschen Verfahrens wurden zu 
ahnlichen Zwecken unter anderem auch von Jssekutz und Both! an- 
gegeben, doch abweichend von meinem Verfahren, in dem wie iiblich 
0,1 ccm Blut untersucht wird, fiir weit gréBere Mengen z. B. 5 bis 20 ccm 
einer Durchblutungsfliissigkeit. Dasselbe gilt auch fiir die von Hanes? 
vorgeschlagene Modifikation. 


Die Méglichkeit, gréBere Zuckerkonzentrationen nach Hagedorn- 
Jensen zu bestimmen, war durch eine Anderung der Menge und der 
Konzentration der vorgeschriebenen Reagenzien gegeben, wie dies 
auch in den beiden genannten Modifikationen der Fall ist. Natiirlich 
muBte zur Entscheidung der Frage, ob auf diese Weise verlaBliche 
Werte erlangt werden kénnen, erst das modifizierte Verfahren erprobt 
werden. 


Ich habe statt 2 ccm der vorgeschriebenen Ferricyankaliumlésung 
deren 4 ccm verwendet ; statt der der Ferricyankaliumlésung zugesetzten 
Natriumcarbonatlésung 2ccm einer n-Natronlauge gesondert hinzu- 
gefiigt; statt 2ccm einer 3% igen Essigsiure 3ccm einer 10° igen 
Essigsdurelésung verwendet; Menge und Konzentration der iibrigen 
Zutaten sowie die vorgeschriebene Kochdauer unverandert beibehalten. 
Die Ferricyankaliumlésung und die Lauge, welch letztere wir auf Grund 
der Erfahrungen des Laboratoriums der IIT. medizinischen Universitits- 
klinik (Prof. v. Kordnyi) in Budapest an Stelle des Carbonats ver- 
wendeten, wurden stets getrennt aufbewahrt. 


Zunachst wurden von reinster Glucose (Kahlbaum), die bei 70° C 
im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde, Lésungen 
von folgenden genauen Konzentrationen bereitet: 0,700, 0,600 usw. 
bis hinunter zu 0,020°,, und zwar wurden alle diese Konzentrationen 
mindestens je fiinfmal, einige auch 6fter hergestellt urfd die in Kubik- 
zentimeter ausgedriickte Menge der durch den Zucker reduzierten Ferri- 
cyankaliumlésung = 4 cem —Thiosulfat /ecm ermittelt. Aus den je einer 
Zuckerkonzentration entsprechenden fiinf oder mehr untereinander 
recht gut iibereinstimmenden Werten wurden acht Mittelwerte berechnet 
und auf diese Weise nachfolgende Grundwerte erhalten, die auch in 
Abb. 1 zueiner Kurve verbunden wiedergegeben sind. Es muB bemerkt 
werden, daB in den Grundwerten der jeweilige Blindwert, als Zucker 
berechnet, mit enthalten ist. 


1 Diese Zeitschr. 183, 298, 1927. 
2 Biochem. Journ. 28, 99, 1929. 
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Zuckergehalt MA a ol Zuckergehalt a. . 
der Lésung (= 4—Thiosulfat) der Lésung (= 4—Thiosulfat 
6 ecm %, ecm 
0,711 3,772 0.311 1,759 
0,611 3,336 0,211 1,152 
0,514 2,899 0,140 0,709 
0,411 2,363 
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Abb. 1. 


Nun habe ich, anstatt linear oder graphisch zu interpolieren, auf 
Anraten des Herrn Prof. Rybar — dem auch an dieser Stelle bestens 
gedankt sei — aus je drei einander benachbarten Grundwerten mittels 
der nachstehenden bekannten empirischen Formeln drei Konstanten 
berechnet. Durch Einsetzen dieser Konstanten und der dazwischen 
liegenden Zuckerkonzentrationen konnten dann die zu diesen gehérenden 
Werte des reduzierten Ferricyankaliums berechnet werden: 

F, = K,+4,2,+4;2Z;? 

F, = K, + K,Z,+K5Z," 

F, = K,+ K,Z,+ K,Z,* 
wobei mit F,, F,, F die jeweils reduzierte Menge des Ferricyankaliums 
in Kubikzentimeter, mit Z,, Z,, Z, die dazu gehérenden Zucker- 
konzentrationen bezeichnet sind, K,, K,, K, die Konstanten sind. 
Diese ergeben sich zu: 


im Bereich 0,711 bis 0,514: K, = 0,352 ; K, = 5,334 ; K, = — 0,73678 
0,514 ,, 0,311: A, = —0,6453 ; K, = 9,0099; K, = —4,1135 

0,411 ,, 0,211: A, = —0,138613; K, = 6,1483; K, =— 0,1500 
ia 0,311 ,, 0,140: K, = —0,1074 ; K, = 5,9002; K, 0,32528 


Biochemische Zeitschrift Band 238 " 
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Fiir die Zuckerkonzentrationen bis hinunter zu 0,211, sowie in einer 
Versuchsreihe bis 0,140°, habe ich Grundwerte erhalten, die sich, wie 
aus der Abbildung ersichtlich, ungezwungen zu einer Kurve vereinigen 
lieBen, bei einer Zuckerkonzentration von 0,056 und 0,111° aber 
solche, die etwas abseits von der direkten Fortsetzung der Kurve fielen. 
Ich fiihlte mich fir berechtigt, die beiden letztgenannten Werte, die 
auch in der Abbildung nur als isolierte Punkte angegeben sind, auBer 
acht zu lassen und, von 0,140°, Zucker angefangen, einfach linear zu 
interpolieren. Ich tat dies aus dem Grunde, da ja, von dieser Stelle an- 
gefangen, ohnehin bereits ein nahezu geradliniger Verlauf der Kurve zu 
erwarten war und ich auf diese Weise einen geringeren Fehler zu be- 
gehen glaubte, als durch Einbringung von unsicheren Werten, die sich 
ja bei den geringeren Zuckerkonzentrationen und der doppelten Ferri- 
cyankaliummenge kaum vermeiden lieBen. 


























Tabelle I. 
fw | Zucker ie Zucker he oe | Zucker — | Zucker a. | Zucker — Zucker 
ecm | % | ccm % Feem | %F ecm | %p ecm % Jcem | % 
0,23 0,711 | 0,86 0,567] 1,50 0,485 | 2,14 0,328] 2,78 0,222|3,42 0,114 
4 0,708 8 0,563 2 0,431 6 | 0,325 | 2,80 | 0,219 4 | 0,110 
6 0,704 | 0,90 | 0,559 4 0,428 8 | 0,822 2 | 0,216 6 0,106 
8 0,700 2 0,555 6 0,425 | 2,20 0,318 4 6,212 8 0,102 
0,30 0,695 4 0,550 8 0,421 2 0,315 6 | 0,209 ! 3,50 | 0,098 
* 2 0,690 6 0,546] 1,60 0,418 4 0,311 8 | 0,205 2 | 0,094 
4 0,685 8 0,541 2 0,414 6 0,308 | 2,90 0,202 4 0,090 
6 0,681] 1,00 0,537 4 0,411 8 0,305 2 0,199 6 | 0,086 
8 0,677 2 | 0,533 6 | 0,408 | 2,30 | 0,301 4 0,195 8 0,082 
0,40 , 0,672 4 | 0,529 8 0,405 2 0,298 6 0,192 | 3,60 0,078 
2 0,667 6 0,524] 1,70 0,402 4 0,295 8 | 0,189 2 | 0,074 
4 0,662 8 0,519 2 0,398 6 0,291 | 3,00 0,186 4 | 0,070 
6 0,658 | 1,10 | 0,514 4 0,395 8 0,288 2 | 0,182 6 | 0,066 
8 | 0,653 2 | 0,510 6 0,392 | 2,40 | 0,285 4 0,179 8 0,062 
0,50 0,648 4 | 0,506 8 0,388 2 0,281 6 0,175 | 3,70 0,058 
2 0,644 6 | 0,502] 1,80 0,384 4 0,278 8 | 0,172 2 0,054 
4 | 0,640 8 | 0,498 2. 0,382 6 0,275 | 3,10 | 0,169 4 0,050 
6 0,636 | 1,20 0,494 4 0,378 8 0,272 2 0,166 6 0,046 
8 0,631 2 0,490 6 0,875 | 2,50 0,269 4 0,162 8 0,042 
0,60 | 0,626 4 0,486 8 0,372 2 0,266 6 0,159 | 3,80 0,038 
2 0,622 6 0,482} 1,90 0,368 4 0,262 8 | 0,156 2 0,034 
4 0,617 8 | 0,478 2 0,365 6 0,259 | 3,20 | 0,153 4 0,030 
6 | 0,612 | 1,30 | 0,474 4 0,361 8 0,256 2 | 0,150 6 0,026 
8 | 0,608 2 0,470 6 0,358 | 2,60 0,252 4 0,147 8 0,022 
0,70 | 0,603 4 | 0,466 8 0,354 2 0,249 6 | 0,144 | 3,90 | 0,018 
2 | 0,598 6 | 0,462 | 2,00 | 0,351 4 0,246 8 | 0,141 2 0,014 
4 0,594 8 0,458 2 0,348 6 | 0,242 | 3,30 0,138 4 0,010 
6 0,590] 1,40 0,455 4 0,345 8 0,239 2 0,134 6 0,006 
8 | 0,586 2 0,451 6 0,841 | 2,70 0,236 4 0,130 8 0,002 
0,80 | 0,581 4 0,447 8 0,338 2 0,232 6 | 0,126 
2 0,576 6 | 0,443] 2,10 0,335 4 0,229 8 0,122 
4 | 0,572 8 | 0,439 2 0,332 6 0,226 | 3,40 0,118 
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Um alle so erhaltenen Daten zum Gebrauch geeignet zu machen, 
rechnete ich sie genau, wie dies Hagedorn und Jensen tun, um, so daB 
die Tabelle I die Werte 4 ccm — Ferricyankalium enthalte, d. h. jeweils 
die Menge der bei der Titration verbrauchten Thiosulfatlésung in 
Kubikzentimeter. 


Die Brauchbarkeit des Verfahrens wurde durch folgende Kontroll- 
analysen erprobt. 


a) Ich habe in einer Reihe von Glucoselésungen verschiedener 
Konzentration die Bestimmung ausgefiihrt und die Ergebnisse nach 
Tabelle IV berechnet. Wie aus Tabelle II ersichtlich, stimmen die 
gefundenen Mengen mit den abgewogenen gut tberein. 


Tabelle II. 








Thiosulfat Zucker 
: Blind wert 
entspricht — — ae 
verbraucht laut Tabelle IV =a a —_— Lisung bereitet 

mg Zucker (b) 0,1 cem = g 9/9 zu g Jo 

in 0,1 ccm (a — b) 
ecm (a) 
0,271 0,702 0,002 0,700 0,700 
0,462 0,658 0,012 0,646 0,650 
0,441 0,662 0,036 0,626 0,630 
0,890 0,561 0,012 0,549 0,550 
0,906 0,558 0,034 0,524 | 0,530 
1,359 0,462 0,012 0,450 =! 0,450 
1,376 , 0,460 0,038 0,422 0,430 
1,707 0,400 0,002 0,398 0,400 
1,723 0,398 0,038 0,360 0,360 
1,934 0,363 0,012 0,351 0,350 
2,526 0,264 0,012 0,252 0,250 
2,863 0,209 0,002 0,207 0,200 
3,118 0,166 0,012 0,154 0,150 


b) Einige Zuckerlésungen, Blut- und Blutplasmaproben wurden 
nach der Original- und nach der modifizierten Methode untersucht. 
Das in Tabelle II] wiedergegebene Ergebnis wies eine meistens zufrieden- 
stellende Ubereinstimmung zwischen den beiden Verfahren auf. 


c) Ich habe in einer Blutprobe den Zuckergehalt bestimmt, 
letzterem durch Versetzen des Blutes mit einer Zuckerlésung von be- 
kannter Konzentration eine bekannte Zuckermenge superponiert und 
in dem Gemisch den Gesamtzuckergehalt bestimmt. Die in der Tabelle IV 
eingetragenen Daten zeigen, daB das Verfahren brauchbar ist, da die 
gefundenen Werte gut mit denen itibereinstimmen, die sich aus der 
Addition des superponierten Zuckers zum urspriinglich vorhandenen 
ergeben. 


7* 
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Tabelle ITI. 





Moditiziertes Verfahren 





Thiosulfat 





Untersachte entspricht 
Lisung wh laut TabellelV 
verbraucht 5 . 
mg Zucker 


Blindwert 
laut TabellelV 
mg Zucker 


Zucker 
gefunden 
mg in 


0,lcem = g °/9 


Original- 
verfahren, 
Zucker 
gefunden 
mg in 

















in 0,1 cem (b) (a—b) 0,1 com == g °/o 
cem (a) 
Zucker- | 2,847 0,211 0,018 0,193 0,194 
losung I | 2,343 0,295 0,002 0,293 0,297 
> ea 3,169 0,157 0,018 0,139 0,129 
eg yy ee 3,402 0,118 0,018 0,100 0,097 
i 3,142 0,162 0,002 0,160 0,158 
SS 3,192 0,154 0,042 0,112 0,106 
Plasma ... 3,130 0,164 0,042 0,122 0,115 
Tabelle IV. 
Modifiziertes Verfahren 
Thiosulfat nied it . 
i See 3lind wert Zuc Zucker aus 
{ ye a . laut ; qumndes Tabelle tl 
° laut Tabelle IV 1 ; i fiir 0,2 ce 
verbraucht vod Rosier ha Seales 0,1 Pom pany Vg eee 
in 0,1 eem (b) {a—b) 
ecm (a) 
Blut I + Zucker- 9 ¢ 
losung I, 2,062 | 0,341 0,018 0,323 | || %.129+-0,194 
. ‘ | | = 0,323 
je 0,1 cem 
Blut U1 + Zucker- _— ie 
\isung Tl, || 1,704 | 0402 0,002 0.400 {| 097 +0.207 


je 0,1 cem 


. Diese Arbeit wurde unter Leitung des Herrn Prof. Hari ausgefiihrt. 














Ein neues Verfahren zur Filtration von kolloiden Lésungen. 


Von 
W. D. Jankowski. 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Therapie des Wissenschaftlichen 
Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wie bekannt, lassen sich viele kolloide Lésungen, insbesondere 
aber verschiedene Tierorganextrakte, nur mit Miihe filtrieren. Dieser 
Umstand erschwert dermaBen die Arbeit der Biochemiker, daB sie 
bisweilen gezwungen sind, die Filtration tiberhaupt qufzugeben. Ge- 
wohnlica werden in solchen Fallen durch Watte oder Verbandgaze 
abfiltrierte Extrakte angewandt, wobei das Filtrat meistenteils viel 
grobe Gewebeteilchen enthalt, was durchaus unerwiinscht ist und 
die Versuchsresultate manchesmal wesentlich beeintrichtigt. AuBer- 
dem wird so eine Filtration, die im Anfang glatt verliuft, sehr bald 
gehemmt und ist daher ziemlich zeitraubend. 

Zur Behebung dieser Schwierigkeiten schlage ich folgende Modifi- 
kation vor, welche, soweit mir bekannt ist, noch nirgends beschrieben 
wurde und welche es erméglicht, verhaltnismaBig rasch und geniigend 
fein die auf gewéhnlichem Wege nicht filtrierbaren Lésungen zu fil- 
trieren. 

Aus einem viereckigen Stiick hygroskopischer Verbandgaze wird die 
auf Abb. 1 abgebildete Figur ausgeschnitten, wobei der Durchmesser des 
Kreises ungefahr um 2 bis 2!.mal gr6éBer sein muB als der des Trichters. 
Das untere Trichterende wird mit einem Korkstopfen (2) verschlossen, 
oder kann nach Wunsch offen bleiben. In den Trichter wird ein einfaches 
Papierfilter aus dichtem Filtrierpapier eingesetzt und mit dem Verband- 
gazekreis (4) iiberdeckt. wie auf Abb. 2 vermittelst der fetten Lainie (4) 
abgebildet ist. Der Kreisrand mu8 dabei den Trichterrand (1) tiber- 
ragen und an seiner AuBenseite 1 bis 2cm lang hinunterhéngen; die 
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freien Enden(5) hangen noch tiefer herunter. Danach wird der 
Trichter (1) mit den beiden Filtern (Papier und Verbandgaze) in einen 
zweiten Trichter (6), mit gr6Berem Durchmesser als Trichter 1 eingesetzt; 
das untere Ende dieses zweiten Trichters mu breit genug sein, um die 





Abb. 1. 
Stoffenden (5) durch die spaltahnliche Offnung (7) hindurchzulassen. 
Statt des Trichters (6) bediene ich mich gewdhnlich eines Erlenmeyer- 
Kolbens von geeigneten Dimensionen, dessen Boden entfernt worden ist. 
Wahrend der Filtration kann der Trichter (6) mit einem Uhrglas (8) bedeckt 

















Abb. 2. Abb. 3. 


werden. Vor der Filtration miissen die beiden Filter mit einem Lésungs- 
mittel befeuchtet werden. Danach wird die zu filtrierende Fliissigkeit in 
den Trichter (1) eingeschiittet, wo sie dem Kapillargesetz gemé8 an der 
Verbandgaze in die Héhe geht, den Trichterrand iibersteigt und von den 
unteren Verbandgaze-enden (5) klar abtropft oder abflieBt, wobei die 
gréberen Brocken des Gewebeextrakts im Trichter (1) bleiben. Eine Ver- 
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langerung der Stoffenden (5) (Abb. 1) férdert den FiltrationsprozeB, fiihrt 
jedoch zu einem gréB8eren Filtratverlust, da nach beendeter Filtration 
mehr Fliissigkeit in der Verbandgaze bleibt. Das _ Papierfilter (3) 
wird in den Trichter zu dem Zwecke eingesetzt, um gegen Ende der 
Filtration eine gréBere Beriihrungsfliche des Stoffes mit der zu filtrieren- 
den Fliissigkeit zu erhalten, was den FiltrationsprozeB bedeutend be- 
schleunigt. 

Wird der Trichter (6) an ein Vakuum (s. Abb. 3) angeschlossen, 
nachdem das untere Trichterende zuvor mit den Verbandgaze-enden 
verstopft wurde, so verléuft der FiltrationsprozeB noch rascher, da infolge 
eines negativen Druckes im Innern des Bunsenkolbens (9) ein  fort- 
wahrendes Abpressen des die unteren Stoffenden durchtrinkenden Lésungs- 
mittels vor sich geht. 


Zum SchluB muB bemerkt werden, daB das beschriebene Filtrations- 
verfahren nicht allein fiir biochemische Zwecke brauchbar ist. Wie 
unsere orientierenden Vorversuche zeigten, kann diese Methodik z. B. 
zur Entfernung des Lésungsmittels nach Aussalzen der Azofarben, 
wie auch bei einigen rein chemischen Arbeiten Verwendung finden. 
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V. Mitteilung: 


Von 


D. von Desed. 


in Budapest.) 


werden. 





Bemerkung zur Bestimmung des EiweiSgehaltes im Pferdeserum'. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ungar. tieraérztlichen Hochschule 


(Eingegangen am 29. Mai 1931.) 


Es geht aus den bisher veréffentlichten Versuchsergebnissen des 
Verfassers hervor, daB der Brechungsindex (BI.) des Pferdeserums 
durch den jeweiligen EiweiBgehalt bestimmt wird, indem sowohl der 
Brechungsanteil der NichteiweiBstoffe, als auch derjenige, der auf 
die EiweiBeinheit entfallt und als spezifischer Brechungszuwachs (BZ.) 
bezeichnet wird, Konstanten sind, die sich rechnerisch ermitteln lieBen. 

jedoch der auf diese Weise gewonnene spezifische BZ. keineswegs 
mit den diesbeziiglichen Literaturangaben — worin auch die friiheren 
Untersuchungen des Verfassers mit inbegriffen sind — tbereinstimmt, 
soll eine Erklarung hierfiir auf Grund eigener Erfahrung gegeben 


Es sei zunéchst darauf hingewiesen, daB die vergleichenden Eiweib- 
bestimmungen (1), die in Pferdeseren vorher ausgefiihrt wurden, 
AnlaB zu diesen refraktometrischen Studien (2) gegeben haben, indem sich 
dabei Zahlenwerte fiir den spezifischen BZ. des Albumins und Globulins 
ermitteln lieBen, die den allgemein bekannten Konstanten (3) entgegen- 
gesetzt waren. Der spezifische BZ., der dabei fiir das GesamteiweiB ge- 
funden wurde, hat sich zu 0,00199 + 0,00005 ergeben. 
woraus sich diese ZahlengréBe ermitteln lieB, waren allerdings 
schwankend, indem diese zwischen 0,00188 und 0,00215 gelegen waren. 
Dies war auf Grund der diesbeziiglichen Verdéffentlichungen keineswegs 
iiberraschend. Der dabei gewonnene Mittelwert muBte doch als richtig 
angesehen werden, da 1. die Kjeldahlmethode durch die gravimetrische 
kontrolliert wurde, 2. die Anzah] der Versuche recht ansehnlich und 3. die 
Ubereinstimmung mit den diesbeziiglichen Literaturangaben durchaus 


Die Grenzwerte, 


befriedigend war, wie dies aus der Zusammenstellung in Mitteilung II] ohne 


1 Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenvi-Gesellschaft zur Forderung 


der Naturwissenschaften. 
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weiteres hervorgeht. Und doch besteht keine Ubereinstimmung zwischen 
dieser und der neugewonnenen Konstante! Diese hat sich namlich zu 
0,001 87 ermitteln lassen, ist somit niedriger. 

Man wird dabei gleich an die Menge der NichteiweiSstoffe denken 
missen, die bei der Berechnung des spezifischen BZ. eine bedeutende 
Rolle spielt. Zur Bestimmung dieser Stoffe wurde jedoch damals schon 
12,5n Essigséiure angewendet und die dabei gewonnene Menge nach 
Robertson noch als NaCl angegeben. Der entsprechende Brechungsanteil 
14Bt sich daraus berechnen und betragt im Mittel 0,00205. Da diese Zahlen- 
gréBe sehr nahe zu derjenigen steht, die rechnerisch gewonnen wurde, 
kann dieser Umstand fiir die Unstimmigkeit im spezifischen BZ. nicht 
verantwortlich gemacht werden. Der Unterschied, der zwischen jener 
und der neugewonnenen Konstante besteht, hat zur Folge, daB man, falls 
sich der EiweiBgehalt in irgendeinem Serum auf Grund dieser ZahlengréBe 
zu 7,5g berechnen lieBe, dafiir nach Anwendung jenes Zahlenwertes nur 
7.07 g, somit um 5,7°,, weniger EiweiB erhalten wiirde. Es ist dieser Unter- 
schied deshalb von besonderer Bedeutung, weil auch die neueren Unter- 
suchungen einwandfrei erscheinen, wie aus dem folgenden hervorgeht, und 
demzufolge nur ein Fehler in den befolgten Methoden zur Verschiedenheit 
des spezifischen BZ. gefiihrt haben konnte. 


Es fiel die Wahl in den vorliegenden refraktometrischen Eiweib- 
studien auf die gravimetrische Eiweifbestimmungsmethode, wobei 
sehr bald die Erfahrung gemacht wurde, daB die Richtigkeit der ge- 
fundenen EiweiBmenge durch die gute Ubereinstimmung, die bei den 
Parallelversuchen erzielt werden konnte, noch keineswegs erwiesen 
ist. Die jeweils gefundene Eiweibmenge hangt namlich von den Ver- 
haltnissen ab, die bei der Bestimmung geschaffen werden. Es spielen 
dabei die Eiweibkonzentration, die Menge der verwendeten Sdéure 
und des Salzes, ferner die Dauer des Kochens eine wichtige Rolle. 
Werden diese konstantgehalten, dann stimmen auch die Parallel- 
bestimmungen gut iiberein, und trotzdem kénnen betrachtliche Mengen 
des SerumeiweiBes unbemerkt verlorengehen. Es wurde demgemab 
die EiweiBbestimmung immer unter denselben Bedingungen aus- 
gefiihrt, die bereits in Mitteilung 1 erértert worden sind. Eine Ab- 
anderung hat nur insofern stattgefunden, als der Serumlésung (NH,),SO, 
anstatt der Na Cl-Lésung zugesetzt wurde. Auf Grund der Beobachtung, 
wonach sich der gewonnene Niederschlag nach der Hitzekoagulation 
éfters nur sehr schwer filtrieren lie’, wurde zur EiweiBausfillung auch 
Trichloressigséure verwendet. Es wurde dabei auf die Weise vorgegangen, 
daB in der Serumlésung bei 10facher Verdiinnung nach Zugabe der 
(NH,),SO,-Lésung und des Fallungsmittels schlieBlich eine 5°, ige 
Trichloressigsiurekonzentration entstanden ist. Die Salzzugabe er- 
folgte aus dem Grunde, um das Auswaschen des Niederschlags tiber- 
wachen zu kénnen. Die Trichloressigséure geht namlich mit dem Eiweif 
eine Verbindung ein, wie dies aus der Veranderung des BI. gefolgert 
werden kann, der sich nach dem EiweifSausfillen ermitteln laBt. Wird 
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das Serum zu gleichen Teilen mit 5°%,iger Trichloressigsiure versetzt 
und der entstandene Niederschlag abzentrifugiert, dann erhaélt man 
eine wasserklare Fliissigkeit, deren BI. sich theoretisch aus dem der 
NichteiweiBstoffe und des Fallungsmittels ergeben sollte. Dies trifft 
jedoch in diesem Falle nicht zu, denn der gefundene BI. gestaltet sich 
viel zu niedrig und erreicht 6fters sogar diejenige ZahlengréBe nicht, 
die auf die entsprechend verdiinnte Trichloressigsiure entfallt. Man 
erhalt demnach eine negative ZahlengréBe fiir das Brechungsvermégen 
der NichteiweiBstoffe, wie dies aus den Angaben in Tabelle I hervor- 
geht. Dies kann nur dadurch erklart werden, daB die Trichloressig- 
siure durch das EiweiB gebunden wird, und es erschien deshalb ratsam, 
irgendein Salz bei der EiweiBausfallung zu verwenden, das beim Aus- 
waschen des Niederschlags leicht nachgewiesen werden kann. 











Tabelle I. 
Es entfillt der Es entfallt der 
5 °/oige Trichlor- | Brechungs-| Brechungsanteil | 50/,ige Trichlor-| Brechungs- | Brechungsanteil 
essigséure index auf die Nicht- essigséure | index auf die Nicht- 
und || 133... | eiweibstoffs und » Mee. eiweifstoffe 
| 0,00... 
dest. Wasser 654 — dest. Wasser 756 a 
: 2:1 
Serum Nr. 18 656 + 004 Serum Nr. 18 750 — 018 
1:1 2:1 
Serum Nr. 19 684 | + 060 Serum Nr. 19 764 + 024 
1:1 2:1 
Serum Nr.21 | 646 — 016 Serum Nr. 21 743 — 039 
1:1 2:1 








Das Filtrieren des dabei gewonnenen EiweiSniederschlags erfolgte 
ausnahmslos ohne jegliche Schwierigkeit. Es soll jedoch hervorgehoben 
werden, da8 das auf diese Weise ausgefallte Eiwei8 mit destilliertem Wasser 
nicht in Beriihrung kommen darf, da es nur in Trichloressigséure unléslich 
ist. Die im Institut diesbeziiglich ausgefiihrten Versuche (4) haben ergeben, 
daB, falls das EiweiB auch langere Zeit mit diesem Ausfallungsmittel in 
Beriihrung gewesen ist, die Menge der Rest-N-Stoffe nach Verdiinnen mit 
destilliertem Wasser trotzdem immer bedeutend héher gefunden wurde 
als im entsprechenden Kontrollversuch, wobei die Verdiinnung mit Tri- 
chloressigséure hergestellt worden ist. Um das Auflésen der bereits aus- 
gefallten Stoffe bei der Eiwei®bestimmung zu vermeiden, verwendet man 
zweckmaBig diejenige Fliissigkeit zum Nachspiilen der GeféBe, die wihrend 
des Filtrierens vom Niederschlag abgelaufen ist. Es werden hierdurch 
einerseits EiweiSverluste sicher vermieden und andererseits die Kosten 
des Verfahrens nicht unnétig erhéht. Der EiweiBniederschlag wird nachher 
bei 95°C koaguliert, wobei die Temperatur nur allmaéhlich erhéht werden 
darf. Die Trichter wurden gewéhnlich 12 Stunden lang im Trockenschrank 
gelassen und nachher mit heiBem, destilliertem Wasser ausgewaschen. 
Dies wird so lange fortgefiihrt, bis sich das abgeflossene Waschwasser 
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sulfatfrei erwiesen hat. Es ist dabei zu beachten, daB die Reaktion erst 
nach 3 Stunden mit Sicherheit beurteilt werden kann. Nach Anwendung 
von Kochsalz geniigt hierfiir allerdings bereits 1 Stunde. 

Es werden die hierbei gewonnenen Gewichtsunterschiede auf das 
EiweiB8 bezogen. Uber die Vollstandigkeit des Auswaschens lieB sich 
durch Bestimmung des jeweiligen Aschegehaltes keine Gewibheit 
erlangen. Die diesbeziiglichen Versuche haben naimlich niemals zu 
Resultaten gefiihrt, nach denen die Unstimmigkeiten auf ungeniigendes 
Auswaschen hatten zuriickgefiihrt werden kénnen. Es lassen ferner 
diejenigen Versuche, die in MitteilungIV angefiihrt worden sind, 
keinen Zweifel dariiber bestehen, daB die NichteiweiBstoffe sogar 
durch Auswaschen mit (NH,),SO,-Lésung aus dem Eiweinieder- 
schlag vollstandig entfernt werden kénnen. Die Bestimmung des 
Aschegehalts wiirde demnach — falls aus dem obenerwahnten Grunde 
ausgefiihrt — die gravimetrische EiweiSbestimmung nur unndétig 
erschweren, denn auch das koagulierte Eiweif kann bei obiger Umsicht 
so weit von den Aschebestandteilen befreit werden, daB dadurch die 
EiweiBbestimmung nicht beeinfluBt wird. 

Es erscheint auch das allgemein iibliche Auswaschen des Nieder- 
schlags mit Alkohol und Ather iiberfliissig zu sein, da Gewichtsverluste 
nach linger dauernden Extraktionen im Soxhletapparat nicht beob- 
achtet wurden. Dies spricht dafiir, daB durch das Behandeln des 
koagulierten EiweiBes mit heiBem destillierten Wasser auch die Fett- 
stoffe entfernt werden. Das Nachpriifen erfolgte auf die Weise, dal 
aus dem Gehalt an Trockensubstanz und Asche die Menge der organi- 
schen Substanz in einigen Seren berechnet und hiermit der gefundene 
EiweiBgehalt verglichen wurde. Die diesbeziiglichen Zahlenwerte 
sind in Tabelle I angefiihrt, aus denen hervorgeht, daB der jeweils er- 
mittelte Eiweibgehalt um 0,27 bis 0,39 g niedriger ist als die Menge 
der organischen Substanz. Der Gehalt an Zucker und Rest-N ist dabei 
im Serum so gering, daB dies die Unterschiede nicht hervorgerufen 
haben konnte, und dies um so weniger, als deren Menge angenihert 
der organisch gebundenen Phosphorsaure gleichkaime, die in der Asche 
inbegriffen ist, obwohl diese bei den Fettstoffen eingesetzt werden 
sollte. Es laBt sich demnach der gefundene Unterschied im ganzen 
auf die Fettstoffe beziehen. Diese ZahlengréBen stimmen gut mit den 
Versuchsergebnissen von Varga (5) iiberein, der die Menge der Fett- 
stoffe in Pferdeseren nach der Methode von Bang im Institut bestimmt 
und dabei die Grenzwerte zu 0,29 bis 0,39 g gefunden hatte. 

Es geht aus den Angaben der Tabelle II hervor, daB nur unbedeutende 
Unterschiede im Aschegehalt der Seren vorkommen im Vergleich zu der 
Menge der Fettstoffe, die gréBeren Schwankungen unterworfen ist. Da 
sich jedoch eine konstante ZahlengréBe fiir den Brechungswert der Nicht- 
eiweiBstoffe ermitteln lieB, folgt hieraus des weiteren, daB der gefundene 
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Tabelle 11. 





Protokollnummer der Seren 


Es wurde gefunden an neering aisetiiniigesinasilsisetagipaicineiiesagi : 
42 43 44 45 53 


Trockensubstanz. .... 8,96 8,72 8,57 10,45 8,71 
eS oe nes ee 0,91 0,91 0,91 0,88 0,85 
Organ. Substanz. . .. . 8,05 7,81 7,66 9,57 7,86 
Kiweibmenge..... . 7,78 7,54 7,27 9,30 7,50 
Differenz ing ..... 0,27 0,27 0,39 0,27 0,39 


Brechungsanteil einen Mittelwert darstellt, dessen Gr6Be besonders durch 
den Fettstoffgehalt des Serums beeinfluBt wird. Setzt man den Brechungs- 
anteil der anorganischen Stoffe demjenigen der NaCl-Lésung entsprechender 
Konzentration gleich und subtrahiert diese Zahlengr6Be aus dem Brechungs- 
wert, der fiir die NichteiweiBstoffe zu 0,00209 ermittelt worden ist, dann 
entfallen 0,00051 Einh. im BI. des Serums auf die Menge der organischen 
NichteiweiBstoffe. Derjenige EiweiBgehalt, der sich nun aus dem BI. des 
Serums mit den neuen Konstanten berechnen 1a8t, wird infolge der Schwan- 
kungen im Fettstoffgehalt zu 0,06 g unsicher ausfallen. Dies entspricht 
etwa 1%, des GesamteiweiBgehalts. 

Es kommt eine ganz besondere Bedeutung dem Austrocknen des 
ausgewaschenen EiweiSniederschlags zu. Dies soll bei 105° C erfolgen und 
dabei gleichmaBige Temperatur im Trockenschrank herrschen. Die Arbeit 
ware sehr erschwert, falls jedes Filtrierpapier im eigenen Wageglaschen 
ausgetrocknet wiirde. Dies wird sicherlich unndétig sein, indem die Schwefel- 
séure im Exsikkator oft erneuert, jederzeit nur einige Niederschlige auf 
einmal eingelegt und die Zeitdauer des Abkiihlens genau eingehalten werden. 
Die Filtrierpapiere werden nur waéhrend des Abwaégens im Wageglischen 
aufbewahrt. Man wird bei genauer Beachtung dieses Vorgehens gute 
Resultate erhalten. Sobald es sich aber um Massenuntersuchungen handelt, 
wird man demgemaéB mit gréBeren Abweichungen rechnen miissen, die 
jedoch durch die Anzahl der Bestimmungen ausgeglichen werden. Es 
wurde deshalb der EiweiBgehalt in mehreren Fallen nicht nur durch Auf- 
kochen und durch Trichloressigséure ausgefallt, sondern sowohl aus der 
Menge der ausgefallten als auch der in Lésung gebliebenen EiweiBfraktionen 
ermittelt und der Mittelwert aus saémtlichen Befunden berechnet. Dies 
fiihrte zu dem Ergebnis, daB die beste Ubereinstimmung der gewonnenen 
Resultate dann erzielt werden kann, falls das Auswaschen des Eiweib- 
niederschlags, nachdem die Salzfreiheit nachgewiesen worden ist, noch 
14 Stunde lang fortgesetzt wird. 


Uberpriift man die Resultate, die in Tabelle III angefiihrt sind, 
dann ergibt sich, daB die Ubereinstimmung zwischen den Eiweif- 
mengen, die durch Hitzekoagulation und gleichzeitig durch Trichlor- 
essigsiure in einigen diesbeziiglich untersuchten Seren ausgefallt 
worden sind, recht befriedigend erscheint. Es wurden dabei auch 
die Ergebnisse der Einzelbestimmungen und die daraus berechneten 
Mittelwerte angegeben. Der mittlere EiweiBgehalt laBt sich aus diesen 
Versuchsreihen zu je 8,09g berechnen und stimmt demnach voll- 
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kommen iiberein. 


ergibt sich dieser zu 
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Ermittelt man jedoch den mittleren Fehler, dann 


0,04 g fiir das Endresultat (/). 


Tabelle I]. 


0,11 g fiir die Einzelbestimmung (¢) und zu 











Eiweifgehalt der Seren gefunden nach Ausfillen durch 


12,5 n Essigsiiure und Aufkochen 


100 


oige Trichloressigsiure 








Einzelbestimmung Mittel wert Einzelbestimmung Mittel wert 
9,03 oni 9,00 : 
31 913 9,08 9 15 9.08 
} 8.49 " 8.41 
39 858 8,54 8134 8,38 
8.07 . 8,15 - 
40 8.10 8.09 7°99 8,07 
7,59 - 7,25 oui 
41 739 7.49 7'48 7,37 
. 7,76 nee 7,79 oe 
42 7.76 4,46 781 7,80 
7,41 ¢ 7,53 6 
43 721 7,31 737 7,45 
6,93 — 7,22 ‘ 
* 720 ai 7:25 hoe 
9,32 ai 9,31 ai 
45 9.39 9,36 9 39 9,35 
Im Mittel: 8,09 8,09 
E=—+004, «—+0,11 
Tabelle IV. 
In Seren der Protokollnummern 
oo Se Pr a Oe Bee” cee Bee 45 
gefundenes Gesamteiweif in g 
8,54 8,09 7,49 7,07 9,36 
8,38 8,07 7,37 7,24 9.35 
8,67 8,10 7.59 7,27 9,27 
8,24 8,28 7,55 7,41 9.28 
8,39 8,39 7,48 7,21 9.36 
8,46 8,32 7,59 7,53 9,34 
8,55 8,36 7,55 7,37 9,32 
8,46 8,13 7,49 7,21 9,30 
8,40 8,10 7,63 7,08 9,14 
Im Mittel: 8,45 8,20 7,52 7,27 9,30 
E=+004 E=+004 E=4008 E=+005 E—+0,02 
e —- +013 e = + 0,18 e = + 0,07 e — +0,15 t + 0,07 
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Die GréBe des mittleren Fehlers, der den Einzelbestimmungen 
anhaftet, erfordert, daB die Richtigkeit des gefundenen Eiweibgehaltes 
durch weitere Versuche erhartet wird. Da in den meisten Seren gleich- 
zeitig auch die Menge der EiweiBfraktionen bestimmt worden ist, 
konnte der EiweiBgehalt durch die Ermittlung des in Lésung gebliebenen 
Anteils wiederholt gefunden werden. 


Es wurden in Tabelle IV einige solcher Serienbestimmungen angegeben, 
deren Resultate zum Berechnen des EiweiBgehalts gedient haben. Die 
ersten zwei Zahlenwerte geben dabei diejenige EiweiBmenge an, die nach 
Ausfallen durch Hitzekoagulation bzw. durch Trichloressigséure gewonnen 
wurden. Man findet unterhalb des berechneten Mittelwertes noch zwei 
ZahlengréBen in jeder Spalte,.wobei « den mittleren Fehler der Einzel- 
bestimmung und £ denjenigen des Endresultats darstellen. Es ergibt sich 
daraus, daB zwar die Einzelbestimmungen manchmal mit betrachtlichen 
mittleren Fehlern behaftet sind, indem diese zwischen +- 0,07 und + 0,15 
schwanken, die Mittelwerte jedoch, auf deren Grund der spezifische BZ. 
berechnet worden ist, nur mit einer Unsicherheit von + 0,02 bis 0,05 ¢ 
den EiweiBgehalt anzeigen. Die hierbei gewonnenen Zahlenwerte stellen 
den wahren EiweiBgehalt um so wahrscheinlicher dar, als auch die Einzel- 
bestimmungen in Tabelle III zu sehr naheliegenden EiweiBmengen gefiihrt 
haben. 


Der ermittelte EiweiBgehalt wurde nun mit denjenigen Ergebnissen 
verglichen, die in denselben Seren nach der Mikro-Kjeldahl-Methode 
gewonnen wurden. Es wurde dabei beim AufschlieBen des Materials 
auf die Weise vorgegangen, daB der noch etwas warmen Schwefel- 
saure, nachdem Alkohol zugegeben und diese von nevem bis zur volligen 
Entfarbung erhitzt worden ist, eine kleine Messerspitze voll Kalium- 
permanganat zugesetzt wurde, wie dies Sérensen (6) empfohlen hat. 


Die Rest-N-Stoffe wurden nach dem Verfahren von Folin und Wu 
getrennt. Die auf Grund des N-Gehalts gewonnenen EiweiBmengen wurden 
in -Tabelle V angefiihrt und gleichzeitig auch diejenigen angegeben, die 
zum Berechnen des spezifischen BZ. gedient haben und in Tabelle I der 
Mitteilung III bereits veréffentlicht worden sind. Der mittlere Fehler 
der Einzelbestimmung ergibt sich dabei in bezug auf die Kjeldahl-Methode 
zu + 0,15, und derjenige fiir den mittleren EiweiBgehalt zu + 0,05. Werden 
nun dieselben Berechnungen auch fiir die Mittelwerte ausgefiihrt, die in 
obiger Tabelle III angefiihrt und in den Seren Nr. 39 bis 45 gefunden 
worden sind, dann ergibt sich sowohl fiir den mittleren Fehler der Einzel- 
bestimmung, wie auch fiir den des mittleren EiweiBgehalts ein etwas héherer 
Zahlenwert, und zwar + 0,16 bzw. + 0,06. Dies spricht allerdings fiir 
die Richtigkeit des Vorgehens, das bei der Bestimmung der GesamteiweiB- 
menge in diesen Untersuchungen befolgt wurde. Der mittlere EiweiB- 
gehalt 14Bt sich aus diesen sieben Versuchen zu 8,01 g ermitteln, wahrend 
nach Ausfallen durch Hitzekoagulation und durch Trichloressigséure dafiir 
7,95 und nach der Kjeldahl-Methode 7,91 g gefunden wurden. Es wurde 
die erste Zahlengr6Be als richtig angenommen. Die gréBte Abweichung, 
die sich zwischen den ermittelten Zahlenwerten zu 1,3°, berechnen 14Bt, 
wiirde den spezifischen BZ., der fiir das SerumeiweiB gefunden worden ist, 
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Tabelle V. 





Eiweifigehbalt der Seren 





Protokoll- 


nummer der im Mitte P “ nach der 
a im Mittel nach der Kjel- > a 
Seren nach dahl-Methode v a ~ n 
Tabelle III bestimmt ; 


Mitteilung III 


38 _— 7,85 7,75 

89 8,46 8,26 8,45 

40 8,08 8,11 8,20 

41 7,43 7,31 7,52 

42 7,78 7,59 7,78 

43 7,38 7,47 7,54 

44 7,16 7,36 7,27 

45 9,36 9,26 9,30 
E=+0,06 E = + 0,05 
é - 0,16 = + 0,15 


nur um 2 Einh. in der fiinften Dezimale abandern, ist somit zweimal so 
hoch wie der mittlere Fehler des berechneten Zahlenwertes. 


Es geht hieraus klar hervor, daB kein Zweifel iiber die Richtig- 
keit des gefundenen spezifischen BZ. bestehen kann und demzufolge 
diejenigen Umstande einer Aufklarung bediirfen, die zu einer ab- 
weichenden ZahlengréBe gefiihrt haben. Da in den eigenen Alteren 
Untersuchungen die’ Ablesung des BI. nicht mit solchem Fehler, be- 
haftet sein konnte, wodurch die Unstimmigkeit im ermittelten spezifi- 
schen BZ. erklart wiirde, muB deren Ursache allein in der EiweiBb- 
bestimmung gesucht werden. Es wurden zwar damals schon Kontroll- 
untersuchungen ausgefiihrt, indem der EiweiBgehalt nach mehreren 
Methoden ermittelt und die dabei erzielte Ubereinstimmung der all- 
gemeinen Auffassung entsprechend dahin gedeutet wurde, daB die 
richtige EiweiBmenge gefunden worden ist. Man wird jedoch aus dem 
spezifischen BZ., der hierbei ermittelt wurde, mit Riicksicht auf die 
neuerlich gefundene Konstante darauf schlieBen miissen, daB hierbei 
EiweiBverluste entstanden und unbemerkt geblieben sind. 


Der N-Verlust ist aller Wahrscheinlichkeit nach bei der Kjeldahl- 
Bestimmung infolge unvollstaéndigen AufschlieBens entstanden, indem 
damals noch kein Kaliumpermanganat zur Vollfiihrung der Oxydation 
verwendet worden ist und demgemaB sich nicht alle N-Verbindungen 
zersetzen lieBen. Diese Annahme wird durch die Untersuchungen 
von Frisco (7) erhartet. Dieser Autor hat naimlich bei vergleichenden 
Untersuchungen die Beobachtung gemacht, daB sich aus dem Brei 
verschiedener Organe nach dem Verfahren von Dumas um 8°; héherer 
N-Gehalt ermitteln laBt als nach dem von Kjeldahl. Der N-Verlust 
betrigt im vorliegenden Falle etwa 6°, und stimmt mit obigen Be- 
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funden nicht nur in der betrachtlichen FehlergréBe, sondern auch darin 
uberein, daB die Unterschiede sich von Fall zu Fall verschieden gestaltet 
haben. Es werden hierdurch die ziemlich weit auseinanderliegenden 
Grenzwerte ohne weiteres erklart, die sich in den alteren Untersuchungen 
des Verfassers fiir den spezifischen BZ. ergeben haben. 

Auch diejenigen EiweiBmengen, die gleichzeitig gravimetrisch 
gewonnen wurden, miissen als unrichtig angesehen werden, da diese 
mit den Ergebnissen der Kjeldahl-Methode ziemlich gut iibereinstimmen. 
Es diirfte dabei der EiweiBverlust dem Umstande zuzuschreiben sein, 
dafS der Serumlésung vor dem Aufkochen verhaltnismaBig wenig Salz 
und viel Séure zugesetzt wurde, indem damals 5°,ige NaCl-Lésung 
und n/2 Essigsiure Verwendung gefunden haben. Die gute Ubereinstim- 
mung, die zwischen diesen und den nach Kjeldahl gefundenen EiweiB- 
mengen bestand, wurde ohne weiteres fiir die Richtigkeit der gewonnenen 
Zahlenwerte als beweisend erachtet, und dies um so mehr, als die ab- 
flieBende Serumfliissigkeit wahrend des Filtrierens auf Eiweibfreiheit 
mit Sulfosalicylséure gepriift worden ist. Dies ist auf Grund der neveren 
Untersuchungen allerdings ein gutes Beispiel dafiir, wie leicht EiweiB- 
verluste trotz gréBter Umsicht entstehen und unbemerkt bleiben 
kénnen. 

Es ist dabei auffallend, da8 die Ubereinstimmung auch in der er- 
mittelten Globulinmenge befriedigend ist. Dies laBt sich jedoch aus 
den befolgten Bestimmungsmethoden durchaus erkliren. Man erhalt 
nimlich den Globulingehalt nach der Methode von Howe auf die Weise, 
daB der Albumin-N aus dem GesamteiweiB-N abgezogen wird. Dies 
erfordert — abgesehen vom Rest-N — zwei Eiweib-N-Bestimmungen. 
Die verhaltnismaBig geringe Menge des Albumins im Pferdeserum 
wird infolge des N-Verlustes noch geringer, und die Berechnung des 
Globulingehaltes kann demzufolge zu einem Ergebnis fiihren, das mit 
derjenigen Menge tibereinstimmt, die nach Halbsattigung mit (NH,).SO,- 
Lésung gravimetrisch erhalten worden ist. Wird nun diese Zahlen- 
gréBe von dem GesamteiweiB abgezogen, das sich infolge des EiweiB- 
verlustes zu niedrig ermitteln lie, dann beeinflussen die Bestimmungs- 
fehler ebenfalls nur den berechneten Albumingehalt, der demgemaB 
viel zu gering gefunden wird. Die Bestimmung derjenigen Eiweib- 
menge, die nach dem Ausfillen der einzelnen Fraktionen in Lésung 
geblieben ist, wurde dabei unterlassen, wie dies allgemein iiblich ist. 
Man kénnte auch das Entstehen der Abweichungen im obigen Sinne 
erkliren, die in der Menge der Globulinfraktionen, insbesondere in 
der des Euglobulins vorhanden sind, ware dabei nicht die angewendete 
(NH,),S0O,-Konzentration von ausschlaggebender Bedeutung, wobei 
die Unsicherheit der gewonnenen Resultate durch den N-Verlust noch 
mehr gesteigert wird. Es wird jedoch durch diese Erérterungen die 
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Anwendbarkeit des Verfahrens keineswegs bezweifelt werden, das Howe 
zur Trennung der EiweiBfraktionen ausgearbeitet hat, da sich diese 
Ausfiihrungen auf die EiweiBbestimmung beziehen. 

Die vermutlichen EiweiBverluste kénnen auch nachgewiesen 
werden, wenn man die Ergebnisse der refraktometrischen EiweiB- 
bestimmung, die nach Robertson ausgefiihrt worden ist, mit denjenigen 
nach Kjeldahl vergleicht. Die Ubereinstimmung in der dabei ge- 
fundenen GesamteiweiBmenge ist durchaus befriedigend, obgleich 
diejenigen Konstanten angewendet wurden, die Robertson angegeben hat. 
Es wiirde sich daraus der spezifische BZ. fiir das GesamteiweiB, falls 
das Albumin und das Globulin zu gleichen Mengen in irgendeinem 
Serum vorhanden waren, im Mittel zu 0,00203 ergeben. Wird der 
EiweiBgehalt auf Grund dieses Zahlenwertes aus dem BI. des Serums 
berechnet, dann erhalt man weniger EiweiB als mit der neugefundenen 
Konstante. Die Unterschiede werden jedoch noch gréBer ausfallen, 
wenn man bedenkt, daB das Globulin in den untersuchten Seren iiber- 
wiegt und die Berechnung dabei mit dem entsprechenden spezifischen 
BZ. ausgefiihrt werden muB, der von Robertson zu 0,00229 angegeben 
worden ist. 

Es erscheint diese SchluBfolgerung in Anbetracht der neuen Kon- 
stante, die sich zu 0,00187 ermitteln lie’, um so mehr berechtigt, als 
simtliche EiweiBbestimmungen unter stetiger Kontrolle ausgefiihrt 
worden sind. Die Richtigkeit der gefundenen Eiweibmenge wurde 
zwar nicht in allen Fallen durch so zahlreiche Bestimmungen er- 
hartet, wie fiir einige Seren in Tabelle III angegeben ist, es wurden 
jedoch immer mehrere Versuche ausgefiihrt und gleichzeitig auch das 
spezifische Gewicht der Seren ermittelt. Es konnte nimlich angenommen 
werden, daB dies von der Menge der Eiweiffraktionen unabhingig 
ist, da sich die Versuche von Chick und Martin (8) nicht einwandfrei 
dahin deuten lassen, daB im spezifischen Gewicht des Albumins und 
Globulins Unterschiede vorhanden sind. Auch die Menge der Nicht- 
eiweiBstoffe diirfte bei diesen Versuchen keinen besonderen Schwan- 
kungen unterworfen gewesen sein, da hierbei das Serum gesunder 
Pferde zur Untersuchung herangezogen wurde. Es konnten demgemaB 
die beobachteten Anderungen im spezifischen Gewicht auf die EiweiB- 
menge bezogen und hierdurch eine weitere Kontrolle der Eiweib- 
bestimmung geschaffen werden. Der BI. verdient in dieser Hinsicht 
auch besondere Beachtung, da dies, falls zwischen dieser und dem spezi- 
fischen Gewicht lineare Beziehungen bestehen, auch in betreff des 
Trockensubstanzgehalts nachgewiesen werden muB und schlieBlich zur 
dritten Kontrolle der gewonnenen EiweiBmenge herangezogen werden 
kann. Es hat sich dabei ergeben, daB das Verhaltnis BI.: spezifisches 
Gewicht in den Seren erwachsener Pferde zu einer konstanten Zahlen- 
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groBbe fihrt, die vom EiweiBquotienten unabhangig ist. Es laBt sich 
hieraus schlieBen, dag’ entweder kein Unterschied im spezifischen BZ. 
des Albumins und Globulins besteht oder chemische Bindung 
zwischen den EiweiBfraktionen vorliegt. Es hat sich experimentell 
die Richtigkeit der ersten Annahme erweisen lassen, indem gefunden 
wurde, daB der spezifische BZ. des Albumins und des Globulins inner- 
halb der Fehlergrenzen der Bestimmungsmethoden mit demjenigen des 
GesamteiweiBes tibereinstimmt. Auffallend ist dabei allerdings, daB 
die chemischen Unterschiede, die im Aminoséuregehalt des Albumins 
und des Globulins neuerlich (9) gefunden und bereits vielfach be- 
statigt (10) worden sind, sich im spezifischen BZ. nicht erkennen lassen. 
Das Brechungsvermégen des Serums wird somit durch die Quantitat 
und nicht durch die Qualitaét des EiweiBes bestimmt. indem sich der 
BI. mit der Menge der Eiweibfraktionen additiv verandert. Dies laBt 
den groBen Vorteil erkennen, den die Anwendung des Refraktometers 
bei der Bestimmung des EiweiBgehalts im Pferdeserum bietet. 

Es la8t sich auf Grund dieser Auseinandersetzung des weiteren 
auch eine andere Vermutung aussprechen. Uben namlich die chemischen 
Unterschiede, die zwischen den EiweibBfraktionen bestehen, keinen 
merklichen Einflu8 auf den spezifischen BZ. des GesamteiweiBes aus, 
dann erscheint es sehr fraglich, ob der BI. des Serums durch Art- 
spezifitat des EiweiBes beeinfluBt werden wiirde. Man wird vielmehr 
annehmen miissen, daB diesbeziiglich noch feinere, struktur-chemische 
Unterschiede bestehen, die den Strahlengang in einem so komplizierten 
System, wie das EiweiB, kaum bestimmen diirften. Es erscheint demnach 
sehr wahrscheinlich, daB die Zahlenwerte, die in der Literatur fiir den 
spezifischen BZ. angegeben worden sind und angenahert mit den alteren 
Versuchsergebnissen des Verfassers iibereinstimmen, nicht auf die Art- 
spezifitat des untersuchten SerumeiweiBes hinweisen, sondern durch 
EiweiBverluste bei der Bestimmung erklairt werden. 


Zusammenfassung. 


Altere Untersuchungen des Verfassers haben fiir den spezifischen 
Brechungszuwachs des EiweiBes im Pferdeserum 0,00199 ergeben. 
Diese ZahlengréBe stimmt zwar mit den diesbeziiglichen Literatur- 
angaben, jedoch nicht mit den Ergebnissen der eigenen neueren Unter- 
suchungen iiberein, wobei dieser Zahlenwert zu 0,001 87 ermittelt wurde. 
Es lieB sich diese ZahlengréBe auf Grund von Eiweifbestimmungen 
berechnen, deren Richtigkeit mehrfach gepriift worden ist und dem- 
zufolge die altere Angabe iiber den spezifischen BZ. als unzutreffend 
bezeichnet werden muBte. Diejenigen Fehler, die die EiweifSbestim- 
mungen aller Wahrscheinlichkeit nach damals beeinfluBt und zu N- 
bzw. EiweiBverlusten gefiihrt haben, wurden erértert und deren Ver- 
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hiitung besprochen. Es geht daraus hervor, daB die refraktometrische 
Methode mit den neuen Konstanten bei der Bestimmung des Eiweib- 
gehalts im Pferdeserum als Kontrollmethode wegen ihrer Einfachheit 
eine ganz besondere Beachtung verdient. 
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VI. Mitteilung: 


Uber das Verhalten des Brechungsindex, des spezifischen Gewichts und der 
Konzentration der (N H,), 8 0,-Lésungen’, 


Von 


D. von Desed. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ungar. tieraérztlichen Hochschule 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1931.) 


Da die Ermittlung des spezifischen Brechungszuwachses der EiweiB- 
fraktionen in Serumlésungen unternommen wurde, die (NH,),S0O, 
enthalten haben, erscheint es angezeigt, diesem Umstand entsprechende 
Beachtung zu widmen. Dies ist im vorliegenden Falle um so mehr am 
Platze, als einerseits die Brechungsverhaltnisse der konzentrierten 
(NH,).S0,-Lésungen noch nirgends besprochen wurden und anderer- 
seits in Lésungen, die auBer viel Salz nur wenig andere Stoffe enthalten, 
die Bestimmung dieser letzteren unsicher sein wiirde, wenn die Trennung 
der einzelnen Lésungsbestandteile nicht mit hinreichender Genauigkeit 
durchgefiihrt werden kénnte. Die Bestimmung des Eiweibgehalts 
wurde bereits erértert, und es bleibt demnach nur noch die Ermittlung 
der (NH,).S0O,-Konzentration iibrig, die im folgenden besprochen 
werden soll. 

Es wurde bei der gravimetrischen Bestimmung des (N H4).5 O4-Gehalts 
auf die iibliche Weise vorgegangen, indem der durch Ba Cl, ausgefallte Nieder- 
schlag auf aschefreiem Filtrierpapier gesammelt, ausgewaschen, getrocknet 
und dann im Quarztiegel bis zur Rotglut erhitzt wurde. Nachdem 
dieser 1'/, Stunden lang im Exsikkator itiber Schwefelséure gestanden 
hatte, wurde er gezogen. Wie einfach auch die Bestimmung des 
(NH,),80O,-Gehalts erscheint, kénnen die gewonnenen Resultate dabei 
durch verschiedene Umstande beeintrachtigt werden. So fiihren insbesondere 


1 Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi-Gesellschaft zur Férderung 
der Naturwissenschaften. 
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die Feinheit des Niederschlags oder das Mitfallen anderer Verbindungen 
zu fehlerhaften Ergebnissen. Es sei diesbeziiglich auf die ausfiihrlichen 
Arbeiten von L. W. Winkler! hingewiesen, in denen gleichzeitig auch die 
Wege angegeben worden sind, die zur Vermeidung dieser Fehlerméglich- 
keiten eingeschlagen werden sollten. So wurde demgemaé8 die Ausfallung 
des Niederschlags in Gegenwart von (NH,)Cl vorgenommen, wobei jedoch 
die saure Reaktion bevorzugt wurde, da die Sulfatbestimmungen in 
eiweiBhaltigen Fliissigkeiten ausgefiihrt werden sollten. 

Es muSten vor allem die Resultate der gravimetrischen (NH,),5O,- 
Bestimmungen mit denjenigen verglichen werden, die refraktometrisch 
ermittelt wurden, denn nur im Falle guter Ubereinstimmung konnte die 
unternommene Arbeit zum Ziele fiihren. Die gravimetrische Bestimmung 
wurde dabei auf die Weise ausgefiihrt, daB 1 bis 2 ccm der untersuchten 
Lésung mit einer Pipette, die in '/,99 ccm eingeteilt war, abgemessen und 
dann mit 45cem destillierten Wassers verdiinnt wurden. Nach Zugabe 
von 5 ccm der 10° igen (NH,)Cl-Lésung, die auBerdem 0,2 n HCl enthielt, 
wurde die Fliissigkeit zum Sieden erhitzt. Jetzt erfolgte das Ausfillen des 
Niederschlags, indem der ruhig siedenden Fliissigkeit 5 ccm einer ebenfalls 
siedendheiBen n BaCl,-Lésung tropfenweise zugesetzt wurden, ohne dabei 
das Uhrglas zu entfernen, womit das GefiB vorher bedeckt war. 
Die Fliissigkeit wurde nun 5 Minuten lang im ruhigen Sieden erhalten, 
das GefiéB nachher beiseite gestellt und der Niederschlag erst nach 
mindestens 12 Stunden abfiltriert. Der nach erfolgtem Ausgliihen ge- 
fundene (NH,),SO,-Gehalt wurde mit demjenigen verglichen, der sich 
auf Grund des gleichzeitig ermittelten Brechungsindex aus Wagners Tabellen 
ergab. 


{ 


Tabelle I: 
(NH,),80,-Gehalt g in 100 cem. 





Refrakto- Gravi- Refrakto- Gravi- Refrakto- Gravi- Refrakto- Gravi- 
metrisch metrisch metrisch metrisch metrisch metrisch metrisch metrisch 
3,11 $138 |] 8,97 9,03 13,31 13,33 13,76 13,76 
3,24 3,24 10,92 10,97 13,41 13,44 14,05 14,10 
3.22 3,25 11,77 11,83 13,49 13,46 18,01 18,00 
6.29 6,26 12,47 12,42 13,46 13,48 21,49 21,48 
6! 6,51 13,30 13,28 13,61 13,61 21,85 21,80 


Es wurden diejenigen Versuche, die diesbeziiglich im Laufe der 
Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten ausgefiihrt worden 
sind, in Tabelle I zusammengefaBt. Diese dienten gleichzeitig zur 
Uberwachung der jeweils gewonnenen Resultate. Die Ubereinstimmung 
ist zwischen beiden Zahlenreihen sehr befriedigend, besonders wenn 
man bedenkt, daB schon dem Ablesungsfehler des Refraktometers, 
der + 0,05 Skalenteile betrigt, im (NH,),.S0O,-Gehalt die Differenz 
von -+- 0,013 g entspricht. Berechnet man den Mittelwert aus saimt- 
lichen Bestimmungen, dann ergeben sich hierfiir 12,314 g nach der 


1 L. W. Winkler, Zeitschr. f. angew. Chem. 30, 251, 1917; 88, 59, 1920; 
33, 159, 1920. 
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refraktometrischen und 12,319 g (NH,)gSO, nach der gravimetrischen 
Bestimmungsmethode. Es geht hieraus hervor, daB die Bestimmung 
des (NH,)g80,-Gehalts nach beiden Methoden nicht nur zu richtigen, 
sondern jederzeit zu zuverlassigen Zahlenwerten gefiihrt hatte. 

Ks darf jedoch nicht auBer acht gelassen werden, daB die (N H,).8 O,- 
Lésungen, die bei der Globulinausfillung verwendet werden, kon- 
zentrierter sind und demzufolge die gravimetrische Sulfatbestimmung 
weitere Priifung wiinschenswert macht. Dies wurde auf die Weise 
vorgenommen, daB die Volumenabnahme, die beim Vermischen der 
konzentrierten (NH,).8O,-Lésung mit destilliertem Wasser erfolgt, 
unmittelbar bestimmt und sowohl aus der gleichzeitig ermittelten 
(NH,).50,-Konzentration als auch aus dem spezifischen Gewicht 
berechnet wurde. Zur Bestimmung der Volumenabnahme diente 
ein MeBk6lbchen von 10 ccm Inhalt, dessen Hals entsprechend verengt 
und unmittelbar oberhalb der Erweiterung in 0,05 ccm eingeteilt war. 
Das MeBk6lbchen wurde mit einigen Glasperlen beschickt und dann 
mit destilliertem Wasser von 17,5°C geeicht, wobei zum Abmessen 
des Wassers eine genau geeichte, 5ccm fassende Pipette diente, 
deren Spitze entsprechend ausgezogen war. Nachdem das Kélbchen 
30 Minuten lang im Wasserbad von 17,5°C gestanden hat, wurde der 
Stand der Wassersiule notiert. Dies wurjle 6fters wiederholt und auf 
diese Weise die entsprechende’ Marke ermittelt. Es wurde nun beim 
Versuch zuerst die konzentrierte (NH,).50,-Lésung abgemessen und 
dann das destillierte Wasser iiberschichtet, wobei die vorher verwendete 
Pipette benutzt wurde. Beide Fliissigkeiten wurden vorher im Wasser- 
bad gehalten. Der Stand des Meniskus stimmte mit demjenigen 
iiberein, der der Fliissigkeitsmenge von 10 ccm entsprochen hat, nach- 
dem das Kélbchen im Wasserbad einige Zeit lang stehengelassen wurde. 
Jetzt erfolge das Vermischen der Fliissigkeiten durch sehr vorsichtiges 
Hin- und Herschwenken, wodurch die Glasperlen in Bewegung versetzt 
wurden. Derjenige Unterschied, der sich nach erfolgtem Vermischen und 
Temperaturausgleich an der Einteilung ablesen lieB, ergibt die Volumen- 
kontraktion. Es wurden jetzt lecm der konzentrierten und dann 
der zweifach verdiinnten (NH,),SO,-Lésungen abgemessen und die 
gravimetrische Bestimmung ausgefiihrt, wobei fiir das Ausfallen der 
konzentrierten Lésung allerdings 10 ccm der n BaCl,-Lésung verwendet 
werden muBten. Die gefundenen Zahlenwerte, wie auch das gleichzeitig 
ermittelte spezifische Gewicht dienten zum Berechnen der Volumen- 
abnahme. Es wurden dieselben Bestimmungen auch ausgefiihrt, nach- 
dem die bereits zweifach verdiinnte (N H,),.S0,-Lésung mit destilliertem 
Wasser zu gleichen Teilen versetzt und auf diese Weise vierfach ver- 
diinnt worden ist. Die Versuchsergebnisse wurden in Tabelle II an- 


gefiihrt. 
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Tabelle I. 





" Volumenabnahme in cem 
Konzen- 


Spez. Gew. - 
tration 


(N Hgjo 8 O4-Lisungen berechnet au 

gefunden der 
Konzen- 
tration 


dem 


der (N Hg)o SO4-Lisungen spez. Gew. 


Gesittigt 1h -o) ae 1,2463 52,88 1.18 1.16 1.30 
Zweifach verdiinnt . . 1,1380 26,75 48 ¥ nae 
Vierfach verdiinnt . . 11,0740 13,43 ae “— and 


Es geht aus den Angaben der Tabelle Il ohne weiteres hervor, 
daB die ZahlengréBen, die fiir die Volumenkontraktion unmittelbar 
bestimmt und aus den Ergebnissen der gravimetrischen Bestimmung 
berechnet wurden, gut iibereinstimmen. Diese betragt demnach 1,18 ccm 
fiir 100cem der zweifach und 0,43ccm der vierfach verdiinnten 
(NH,).80,-Lésung. Dies bedeutet soviel, daB der (NH,).80,-Gehalt 
der zweifach verdiinnten Lésung mit 1,977 und derjenige der vierfach 
verdiinnten mit 3,937 multipliziert werden sollte, um die Konzentration 
der unverdiinnten Lésung berechnen zu kénnen. Die Resultate, die sich 
auf Grund des spezifischen Gewichts ergeben haben, stimmen allerdings 
nicht so gut iiberein, indem die Abweichungen etwas gréBer sind. 
Dies wird jedoch dadurch bedingt, daB das spezifische Gewicht zu 

2 Einh. in der vierten Dezimale unsicher ist. 

LaBt sich auch gegen diese gravimetrischen Bestimmungen kein Ein- 
wand erheben, so bleibt dabei immerhin die Méglichkeit unbestreitbar, daB 
durch die Art des Abmessens gewisse Fehler entstehen. Es ist klar, da8 
nur die scheinbare Volumeneinheit beim Gebrauch der Pipette abgemessen 
wird, denn es haftet die Lésung der Pipettenwand an, und es wird demzufolge 
insbesondere bei konzentrierten Lésungen weniger zur Untersuchung 
gelangen. Dies wird durch die physikalische Beschaffenheit der Lésung 
bedingt und kann durch noch so groBe Sorgfalt beim Abmessen nicht ver- 
mieden werden. Die gebrauchte Pipette wurde natiirlich mit destilliertem 
Wasser von 17,5°C genau ausgemessen und es hat sich dabei ergeben, 
daB die abgemessene Wassermenge bis auf 0,07°, mit dem zu erwartenden 
Gewicht iibereinstimmte. Der oben erwihnte Umstand wiirde demnach 
in diesen Versuchen, wo es sich immer um die Ermittlung von Differenzen 
gehandelt hat, nur dann stérend einwirken, wenn die hierdurch bedingten 
Abweichungen ungleich, oder mit anderen Worten, die abgemessenen 
Fliissigkeitsvolumina nicht reproduzierbar waren. Es wurden aus diesem 
Grunde Kontrollbestimmungen mit der entsprechend —konzentrierten 
(NH,),.SO,-Lésungen bei den Versuchen wiederholt ausgefiihrt, wobei 
gleichzeitig auch das spezifische Gewicht ermittelt wurde. Es _ ergibt 
sich beim Vergleich der jeweils gefundenen (NH,),8S0O,4-Konzentration 
und des spezifischen Gewichts ohne weiteres, daB die Zahlenwerte gut 
reproduzierbar waren. Es wurden diesbeziiglich einige Bestimmungen 
in Tabelle ITI angefiihrt, die sich meistens auf gleiche Konzentrationen 
beziehen und zu verschiedenen Zeitpunkten ausgefiihrt worden sind. 
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Tabelle 111. 
(NH,),80,-Lésungen, mit der Pipette abgemessen. 





Spez. Gew. 0/6 Spez. Gew. %o Spez. Gew. O/, Spez. Gew. 
23,59 1,1233 26,75 1,1383 26,81 1,1378 30,69 1,1556 
23,60 1,1237 26,75 1,1380 26,87 1,1386 30,72 1,1552 
26,46 1,1360 26,76 1,1381 26,92 1,1389 52,88 1,2461 
26,48 1,1365 26,77 1,1385 26,94 1,1385 52,88 1,2463 
26,67 1,1381 26,78 1,1382 26,94 1,1390 52,85 1,2463 


Es wurde der (NH,)gSO,-Gehalt in dieser Untersuchungsreihe 
meistens in Gegenwart von SerumeiweiB bestimmt, da es sich doch 
um die Feststellung der Verhaltnisse gehandelt hat, die das Ausfillen 
des EiweiBes begleiten. Das Serum wurde dabei mindestens zweifach 
mit der konzentrierten (NH,),50O,-Lésung verdiinnt, so daB héchstens 
leem der Serumfliissigkeit bei der (NH,),SO,-Bestimmung in der 
Lésung vorhanden gewesen sein konnte. Die gravimetrische Bestimmung 
wird hierdurch keineswegs beeinfluBt. Dies wurde auf die Weise er- 
wiesen, daB lcem der (NH,),SO,-Lésung bekannter Konzentration 
abgemessen und mit wechselnden Mengen des Blutserums versetzt 
wurde. Die Bestimmung des (NH,),SO,-Gehalts erfolgte nachher 
auf die oben angegebene Weise. Das EiweiB blieb dabei infolge der 
sauren Reaktion und der groBen Verdiinnung in Lésung, lief beim 
Filtrieren durch das Filter, so daB sich jegliche besondere MaBnahmen 
zu dessen Entfernung als iiberfliissig erwiesen haben. Es wird sich hierbei 
der (NH,),S0,-Gehalt sogar nach Hinzufiigen von mehreren Kubik- 
zentimetern des Serums richtig ermitteln lassen, wie aus den An- 
gaben in Tabelle IV ohne weiteres hervorgeht. 


Tabelle IV. 
Gehalt an (NH,),SO, in %. 





Ohne Zugabe 0,5 1,0 2,0 





eem des Blutserums 


10,75 10,73 10,75 _ 
13,47 13,46 13,48 — 
26,77 _ — 26,76 


Es wurden sémtliche Bestimmungen mit Mercks chemisch reinem 
(NH,),SO, ausgefiihrt, das auch zu den EiweiBuntersuchungen verwendet 
worden ist. Da sich hierbei die Ermittlung der Konzentrationsénderungen 
nicht nur auf einige Fallungsgrenzen beschréankte, mu8ten viele Be- 
stimmungen ausgefiihrt werden, wobei auBer dem (NH,),SO,-Gehalt 
auch das spezifische Gewicht und der BI. bestimmt wurden. Es ge- 
langten dabei meistens (NH,),SO,4-Lésungen von solcher Konzentration 
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zur Untersuchung, deren BI. nur mit dem Prisma II des Zeissschen Eintauch- 
refraktometers ermittelt werden konnten. Da diesbeziiglich noch keine 
Tabelle zur Verfiigung steht, erscheint es wertvoll, die Brechungsverhaltnisse 
anzugeben. und es wurden dementsprechend die Bestimmungen auch auf 
weitere (NH,),5O,-Konzentrationen ausgedehnt, wobei das spezifische 
Gewicht entsprechende Beachtung gefunden hat. Das Abmessen der 
untersuchten Lésungsmenge erfolgte hierbei mit der Pipette, wie oben 
angegeben, und demzufolge soll die Fliissigkeitsmenge, worauf sich 
die ermittelte Konzentration bezieht, als ,,scheinbar** bezeichnet werden. 
Die Anfiihrung dieser Zahlenwerte erscheint imsofern berechtigt. als 
diese unter den bezeichneten Umstanden gut reproduzierbar sind. Die 
Lichtbrechung und die Konzentration der (NH,),8O,-Lésungen, die sich 
hierbei ermitteln lieBen, stimmen in betreff des Prisma I vollends mit 
den diesbeziiglichen Angaben in Wagners Tabellen iiberein (s. auch Tabelle I 
dieser Mitteilung), infolgedessen nur diejenigen Beziehungen angegeben 
sind, die mit dem Prisma II festgestellt wurden. Diese Zahlenwerte 
bilden demnach die unmittelbare Erganzung der vorerwahnten. 

Diese Bestimmungen wurden auch auf (NH,),SO,-Lésungen aus- 
gedehnt, die aus Kahlbaums ,,Zur Analyse‘ reinem Salze hergestellt 
wurden, indem die kaltgeséttigten Lésungen | Tag vor der Untersuchung 
entsprechend verdiinnt wurden. Die konzentrierte Lésung wurde dabei 
in zwei Teile geteilt, die durch Hinzugabe einiger Tropfen konzentrierten 
NH, bzw. H,SO, auf etwas alkalische bzw. saure Keaktion ein- 


gestellt wurden. Die Ermittlung der H-lIonenkonzentration, die bei 
zweifacher Verdiinnung elektrometrisch ausgefiihrt wurde, ergab pu = 7,24 
in der ersten und px 4.39 in der zweiten Lésung. Wenn auch 


diese Zahlenwerte iiber die wahren Verhiltnisse in so konzentrierten 
Lésungen nur wenig aussagen, soviel geht aus diesen doch hervor, daB 
Unterschiede zwischen beiden (NH,),SO,4-Lésungen bestanden, die 
elektrometrisch gut definierbar waren. Es haben weder die refrakto- 
metrischen Bestimmungen, noch die Ermittlung des spezifischen Gewichts 
hieriiber etwas erkennen lassen. Dies diirfte fiir das spezifische Gewicht 
keineswegs auffallend sein, war jedoch in betreff der Refraktometrie etwas 
iiberraschend, da hieraus hervorgeht, daB deren Empfindlichkeit nicht 
iiberschaétzt werden darf. 

Es wurden aus beiden Lésungen je 24 verschiedene Verdiinnungen 
hergestellt, die Bestimmungen ausgefiihrt und die dazwischen liegenden 
Zahlenwerte aus der Kurve entnommen, die auf Grund dieser 
48 Parallelbestimmungen gezeichnet wurde. Die angefiihrte ,,wahre‘ 
Konzentration bezieht sich auf den (NH,),SO,-Gehalt in Gramm, 
der in 100 ccm der Lésung von 17,5°C ermittelt wurde. Es 
erfolgte nimlich das Abmessen in diesem Falle an der Waage, indem 
das Gewicht der scheinbaren Volumeneinheit bestimmt und dem 
gleichzeitig ermittelten spezifischen Gewicht entsprechend verbessert 
wurde. Es wurde dabei gefunden, da8 diejenigen Zahlenwerte, 
die in Wagners Tabellen diesbeziiglich angegeben sind, bis zur 
(NH,).S0,-Konzentration von 17,64°,, vollends richtig sind, von hier 
an jedoch einer Korrektion bediirfen. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen wurden in Tabelle V der Vollstandigkeit halber unverkiirzt 
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angefiihrt und erméglichen, die wahre Konzentration der (N H,),S0,- 
Lésungen mit dem Prismal zu ermitteln. Es schlieBen sich hieran 
diejenigen Zahlenwerte an, die in Lésungen héherer Konzentration 
mit dem Prisma I] gewonnen wurden. 

Ebenso wie die ermittelten (NH,),.8O,-Konzentrationen in ein 
Koordinatensystem eingetragen worden sind, dessen Ordinate die 
Skalenteile des Refraktometers bildeten, erfolgte auf dieselbe Weise 
auch die Bestimmung des jeweiligen spezifischen Gewichts. Wahrend 
aber die Unterschiede zwischen der scheinbaren und wahren Kon- 
zentration von solcher GréBenordnung gewesen sind, die besonders 
beim héheren (NH,),2S0O,-Gehalt die Fehlergrenze vielfach iibertroffen 
haben, war dies beim spezifischen Gewicht nicht der Fall. Es konnten 
demgemaB die Resultate, die sich hierbei mit dem Merckschen und 
Kahlbaumschen (NH,),SO, ergeben haben, ausgeglichen werden. Es 
wurden diese in Tabelle V angegeben, wobei der mittlere Fehler fiir 
das spezifische Gewicht + 2 Einh. in der vierten Dezimale betragen 
dirfte. Die Angaben in betreff der (NH,).SO,-Konzentration sind 
zu + 0,02 g unsicher. 

















Zur Frage nach dem Einflu6 der Kohlenhydrate 
auf die Entwicklung der polyneuritischen A vitaminose bei Tauben. 


Von 
B. Janowskaja. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Ernahrungsphysiologie und dem 
physiologischen Laboratorium des Zootechnischen Instituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Frage, inwiefern die Kohlenhydrate der Nahrung EinfluB 
auf die Entwicklung der polyneuritischen Avitaminose bei Végeln 
austiben, welche dank den Forschungen von Eykmann, Funk, Braddon 
und Kooper Interesse erregt hat, ist trotz mannigfaltiger Nach- 
priifungen von verschiedenen Autoren noch lange nicht klargelegt. 

Die Ansicht, daB eine Komponente des B-Vitamins eine besondere 
Rolle in der Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels spiele, haben 
L. Randoin und H. Simmonet (1) hervorgehoben, indem sie die Meinung 
vertraten, daB das unter Anwendung einer passend zusammengesetzten 
Nahrung erzielte Stoffwechselgleichgewicht einer unverkennbaren Be- 
eintrachtigung unterworfen und eine polyneuritische Avitaminose 

B-Vitamin 

hervorgerufen wird, falls das Verhaltnis — unter ein be- 
Kohlenhydrate 
stimmtes Minimum sinkt. Die Kohlenhydratverminderung soll nach 
der Auffassung der oben erwahnten Autoren eine hemmende Wirkung 
auf die Krankheitsentwicklung ausiiben, und sie halten es fiir méglich, 
im Falle einer ganz kohlenhydratfreien Nahrung, bei gleichzeitig 
B-vitaminfreier Kost, ein dauerndes Stoffwechselgleichgewicht hervor- 
zurufen und das Versuchstier auf die Dauer im normalen Zustand zu 
erhalten. 

Die erwaéhnten Forscher haben im Verlauf von 3! Monaten Versuche 
mit Tauben gemacht, deren Nahrung zwei Formen einer kiinstlichen Diat 

- eine vollkommen kohlenhydratfrei — von folgender Zusammensetzung 
bildeten : 








Bb. Janowskaja: 


I. Kiinstliche Diét mit Kohlenhydraten : 








Muskeleiweib 75%, 
Casein 8,5% 
Butter 4,0°% 
Dextrin . 66.0 °,, 
Agar-Agar . 8.0%, 
a ee 2,0 % 
Salzmischung (Osborne-Mendel) 4.0% 
Il. Kiinstliche Diaét ohne Kohlenhydrate: 
Fibrin. 18,0 °, 
Casein . 18,0°, 
HiihnereiweiB 18,0 °, 
Butter 16.0% 
Pflanzen6l . 16,0°, 
Agar-Agar . 5,0 % 
Filtrierpapier 5.0% 
SSS IEE eee Cl 


Unter Hinzufiigung von 1,25 g Hefe pro Tag haben die Tauben bei 
diesen Diaétmischungen stets an Gewicht zugenommen und wahrend der 
ganzen Versuchsperiode ein gutes Allgemeinbefinden behalten. Ebenso 
haben auch die Tauben bei kohlenhydrat-vitaminfreier Diaét keine Krank- 
heitssymptome aufgewiesen, im Gegensatz zu der ,,kiinstlichen Diaét mit 
Kohlenhydraten**, die ohne Hefezugabe avitaminése Erkrankung durch- 
schnittlich am 20. Versuchstage hervorrief. AuBerdem wurde noch in 
einem Versuch die eine Diét mit der anderen vertauscht in der Weise, 
daB man Tauben, die die ,,kiinstliche Diaét mit Kohlenhydraten“ erhielten, 
bei eingetretener Gewichtsabnahme die zweite Diadt verfiitterte. Es ergab 
sich dabei ein Anstieg der Gewichtskurve, die Tauben blieben noch 50 Tage 
am Leben und gingen dann unter Krampfen zugrunde. Die zweite Gruppe, 
die anfanglich avitaminotisch und kohlenhydratfrei ernahrt wurde, erhielt 
um dieselbe Zeit die andere Dia&t, also die Diaét I; binnen 10 bis 15 Tagen 
entwickelten sich die Symptome der Avitaminose, die zu letalem Ausgang 
fiihren. 

Auf Grund dieser Ergebnisse gelangen die Autoren zu der SchluBb- 
folgerung, daB die B-vitaminfreie Diaét, unter Ausschaltung der Kohlen- 
hydrate aus der Nahrung, die Moéglichkeit gibt, Tauben dauernd vor 
B-Avitaminose-Erkrankung zu schiitzen. 

Im Widerspruch aber zu diesen von Randoin und Simmonet gemachten 
Angaben sind andere Autoren, wie Tscherkes, Kon und Drummond der 
Meinung, daB die ungiinstige Zusammensetzung der kiinstlichen Diat, 
ohne jedoch auf deren Fehler néher einzugehen, die oben mitgeteilten Er- 
gebnisse bewirkt habe, wahrend Bezssonoff es sogar fiir méglich erklart. 
daB das B-Vitamin mit den Nahrungsbestandteilen der Diaét in den 
Organismus gebracht sein kénnte. 


Wir haben den Standpunkt, daB die Anwesenheit der Kohlen- 
hydrate in der Nahrung die Entwicklung der polyneuritischen Avita- 
minose nicht beschleunigt, keineswegs vertreten, aber an und fiir sich 
ist es zuzugeben, daB man auch im Falle einer Ausschaltung der Kohlen- 
hydrate aus der Nahrung den Organismus nicht von den Oxysauren, 
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die als EiweiBzerfallspiodukte im StofiwechselprozeB entstehen, befreit, 
und daB diese Oxysauren dieselbe Wirkung ausiiben miissen wie die 
aus den Kohlenhydraten der Nahrung entstandenen, was mit der von 
Randoin-Simmonet aufgestellten Theorie ganz unméglich iiberein- 
stimmen kann. 

Ferner scheint noch der Umstand unklar zu sein, daB die Versuchs- 
tauben, denen man die kohlenhydratfreie Diat I] statt der kohlen- 
hydrathaltigen Diit 1 zufiihrte, d.h. Bedingungen, die ein ,,stabiles 
Nahrungsmittelgleichgewicht*‘ sichern, unterwarf, binnen 50 Tagen 
unter avitaminésen Erscheinungen zugrunde gingen. 

Wir haben nun die Ergebnisse von Randoin-Simmonet einer Priifung 
unterzogen zwecks Feststellung, ob in der von Kohlenhydraten und 
B-Vitamin freien Diit witklich die Méglichkeit gegeben ist, Tauben, 
wenn auch nur in der von diesen Autoren angegebenen Frist, im nor- 
malen Zustand zu erhalten. Deswegen wurde der Herstellung der 
Diat-kombination besondere Aufmerksamkeit gewidmet und samtliche 
Diatbestandteile eigenhandig zubereitet. 


Darstellung von Fibrin. 

Frisch geliefertes Fibrin wird in ein Marla-Sackchen gebracht 
und unter flieBendem Wasser dauernd gespilt, indem man es von 
Zeit zu Zeit mehrmals mit der Hand abpreBt. Erscheint das Wasser 
farblos, so bringt man das Fibrin in ein Gefab, wassert die Substanz 
so lange, bis sie wei} wird, treibt durch die Fleischmaschine und wassert 
aufs neue, um die rétliche Farbennuance vollkommen zu beseitigen. Das 
zerkleinerte Fibrin wird in Alkohol von steigender Konzentration gut 
entwassert, darauf unter Ather, den man éfter wechselt, im Laufe von 
mehreren Tagen total entfettet, im Brutschrank getrocknet und in der 
Kaffeemiihle zu Pulver vermahlen. 


Darstellung von Muskeleiweif. 


Die von Fett und Sehnen abpraparierten Muskelfasern werden 
durch die Fleischmaschine getrieben und weiterhin wie das Fibrin 
behandelt. 

Darstellung von Trockeneiweif’. 

Das EiweiB wird sorgfailtig vom Eigelb getrennt und in einer 
groBen Porzellanschale auf dem Wasserbad bei einer Temperatur von 
etwa 40° zur Trockne eingedampft. Die auf diese Weise gewonnene 
durchsichtige, glasihnliche Masse von gelblicher Farbe wird im Por- 
zellanmorser zu Pulver verrieben. 

Butter und Pflanzenél wurden bei der Herstellung des Mischfutters 
unter Erwarmen filtriert, Casein von Kahlbaum, nach Hammarsten 
bereitet, wurde ohne weiteres benutzt. 
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Die so gewonnenen Substanzen wurden zur Herstellung des 
Nahrungsgemisches genau nach den Angaben von Randoin-Simmonet 
verwendet, mit Ausnahme des Dextrins in der Diat I, das durch Reis- 
stirke (3 Teile) und Saccharose (1 Teil) ersetzt wurde. Als Pflanzenél 
wurde Ol aus Sonnenblumen gewahlt. 

Die betreffende Kost haben sémtliche Tauben als Zwangsnahrung 
erhalten. Die einzelnen Bestandteile wurden auf Uhrglisern abgewogen 
und sorgfaltig mit Wasser vermengt, um eine ziemlich gleichmaBige 
dicke Masse aus dem Gemisch zu bilden, und dann zu feinen Wiirstchen 
verarbeitet, die die Speiseréhre leicht passierten. Trinkwasser wurde 
ad libitum gereicht. 
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Abb. 1. 
Gewichtskurve der bei Dit I gehaltenen Tauben. 


Die Versuchsvégel, die die kiinstliche Diit I erhielten, boten das 
normale Bild der Entwicklung einer polyneuritischen Avitaminose 
durchschnittlich am 17. Versuchstag. Durch Verabreichung von Bierhefe 
kamen mehrere von ihnen zur Genesung, wahrend die ohne Bierhefe 
gehaltenen zugrunde gingen. 

Die Versuchstauben, die die Diit II, also die kohlenhydratfreie 
Nahrung erhielten, lassen sich in zwei Gruppen einteilen: die eine, der 
man die normale Kalorienmenge, d.h. 10g Gemisch pro Tag zufiihrte, 
und die zweite, die eine iiberschiissige Kalorienmenge — 15 g pro Tag — 
bekam. Im ersten Falle zeigte die Avitaminose-Entwicklung den all- 
gemeinen Verlauf, ohne daB ausgeprigte individuelle Abweichungen 
hervortraten. Das Gewicht der Tauben lieB in den ersten Versuchstagen 
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eine leichte Steigerung wahrnehmen, aber schon bald darauf zeigte 
sich eine langsame Gewichtsabnalime, die unter geringen Schwan- 
kungen bis zu Ende des Versuchs stetig blieb. Nur kurz vor dem Tode 
konnte man eine gewisse Steigung im Gewicht erkennen, die auf Nicht- 
entleerung des Kropfes zuriickzufiihren ist. Wahrend des gréBten 
Teiles des Krankheitsprozesses leerten die Tauben den Kropf, auber 
in den letzten Versuchstagen, was fast immer mit den nervésen Sym- 
ptomen zusammenfiel. Charakteristische nervése MuskelstOérungen 
lieBen keinen Zweifel an der Eigentiimlichkeit der Krankheit auf- 
kommen. Der Tod erfolgte am 30. bis 39. Tage. 
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Gewichtskurve der bei Dit IT gehaltenen Tauben 
Tauben NN 1, 2, 3, 4,5 — 0g pro Tag 
Tauben NN 6, 7, 8, 9, 15g pro Tag. 


Diejenigen Tauben, die 15g Nahrung pro Tag erhielten, zeigten 
im Verlauf der Versuche keine nennenswerte Gewichtsabnahme gegen- 
iiber dem Ausgangsgewicht. Es lieB sich in allen Fallen friihzeitig 

gewohnlich eine Woche nach Versuchsbeginn Nichtentleerung 
des Kropfes feststellen. Die Lebensdauer war viel linger als bei der 
Verabreichung von 10g Nahrung pro Tag. Nur in einem Falle trat 
der Tod am 30. Tage ein, die anderen Tauben starben am 41. bis 
64. Tage, eine Versuchstaube wurde am 63. Tage getétet. Die iiblichen 
nervésen Muskelstérungen, die in diesem Falle nicht fiir eine akute, 
sondern vielmehr fiir eine chronische Erkrankung sprachen, waren 
deutlich ausgepraigt, so zeigte z.B.Taube Nr.& Symptome einer 
Polyneuritis 20 Tage vor dem Tode. Die Autopsie ergab in allen Fallen 
eine reichlich ausgebildete Schicht von Unterhautfettgewebe. 
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Wie aus Abb. 2 ersichtlich, hat sich im Widerspruch zu den 
Angaben von Randoin und Simmonet bei den Voégeln eine typische 
polyneuritische Avitaminose auf Grund kiinstlicher kohlenhydratfreier 
Diait entwickelt. 

Da nach den Ergebnissen der von uns angestellten Untersuchungen 
die Tauben, die ausschlieBlich Kohlenhydratnahrung erhielten, fast 
zur selben Zeit wie die nur mit Casein ernahrten dem Tode infolge 
Avitaminose anheimfielen (was mit den Ergebnissen von T'scherkes 
iibereinstimmt), so waren wir vielleicht berechtigt, die verlingerte 
Lebensdauer der Versuchstauben bei der kohlenhydratfreien Diat 
durch den EinfluB, den die fettreiche Nahrung ausiibt, zu erklaren 
bzw. der Meinung von 7'scherkes, daB das Fett die Entwicklung der 
polyneuritischen Avitaminose hemmt, beizustimmen. 

Was nun die von Randoin-Simmonet angegebenen Resultate 
anbelangt, so ist anzunehmen, dab, wie schon oben erwahnt wurde, 
moéglicherweise mit den Diatbestandteilen das B-Vitamin dem Organis- 
mus zugefiihrt wurde. 

Zusammenfassung. 

Die Entwicklung der polyneuritischen Avitaminose ist mit zwei 
kiinstlichen, von B-Vitamin freien, von Randoin-Simmonet  vor- 
geschlagenen Diaitformen untersucht worden, wobei man die kohlen- 
hydratfreie Nahrung und die normal zusammengesetzte Kost zu unter- 
scheiden hat. Als Versuchsvégel wurden Tauben gewahit. 

Bei Verfiitterung der angegebenen, vom antineuritischen Faktor 
freien Diaten I und II haben die Versuchstauben das ausgesprochene 
Bild einer polyneuritischen Avitaminose gezeigt. 

Der Umstand, daB die Versuchstauben bei kohlenhydratfreier 
Nahrung langere Zeit am Leben blieben, ist méglicherweise, wobei wir 
hier die Angaben von 7'scherkes nicht in Betracht ziehen, auf die Wirkung 
der fettreichen Diat zuriickzufiihren. 

Die von Randoin und Simmonet vertretene Ansicht, daB die 
kohlenhydratfreie Nahrung keine Avitaminose bei Végeln hervorruft, 
kénnte wahrscheinlich durch das in den Diétkomponenten in gewisser 
Menge zuriickgebliebene Vitamin erklart werden. 

Zum SchluB méchte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. B. Lawrow fiir 
die vielfache freundliche Unterstiitzung bei meiner Arbeit meinen ver- 


bindlichsten Dank auszusprechen. 
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Aktivierung von Kohlehydrat in roten Blutzellen. 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1931.) 


Wenn der Sauerstoff in atmenden Zellen durch eine Hamin- 
verbindung iibertragen wird und es doch nicht gelingt, mit Héimin- 
verbindungen Kohlehydrat im Reagenzglas zu verbrennen, so mub 
das Kohlehydrat in der Zelle aktiviert werden. Das Protoplasma 
entwickelt**, wie sich Pfeffer! ausdriickt, ,,die Affinitaten der brad- 
oxydablen Brennstoffe’; es ,,aktiviert, wie Wieland? sagt, ihren 
,,Wasserstoff*. Wir beschreiben im folgenden eine Anordnung, mit 
der man die Aktivierung des Kohlehydrats und die sauerstoffiiber- 
tragende Wirkung einer Haminverbindung untersuchen kann. 

Unsere Versuchsobjekte waren kernlose, rote Blutzellen, vor- 
wiegend vom Wferd. Erzeugt man in roten Blutzellen durch Phenyl- 
hydroxylamin Methimoglobin®, so entsteht eine Atmung, in der Met- 
himoglobin der Sauerstoffiibertrager ist. Wir haben untersucht, 
wie es kommt, daB hier Kohlehydrat und Methamoglobin miteinander 
reagieren. 

1. Hexose-Monophosphorsiure. 

Die kiinstliche Atmung tritt in roten Blutzellen nur dann auf, 
wenn die umspiilende Fliissigkeit Glucose oder andere angreifbare 
Zucker enthalt. Die kiinstliche Atmung verschwindet, wenn man die 
Blutzellen durch Zusatz des gleichen Volumens Wasser cytolysiert. 
Setzt man aber der cytolysierten Fliissigkeit anstelle von Glucose 
die Robisonsche* Hexosemonophosphorséure zu, so tritt wieder eine 
Atmung auf. Wir schlieBen daraus, daB zu der Aktivierung des Zuckers 
die Veresterung mit Phosphorséure gehért, was seit den Arbeiten von 
A. Harden und W. Joung® den allgemeinen Anschauungen entspricht. 


1 W. Pfeffer, Pflanzenphysiologia 1, 551, Leipzig 1897. 

2 H. Wieland, Asher-Spiro, Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 

3 O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 233, 240, 1931. 
4 R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

5 A. Harden u. W.J. Young, Proc. Chem. Soc. 21, 189, 1905. 
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Aber Hexosemonophosphorsiure und reines Methimoglobin 
reagieren im Reagenzglas ebensowenig miteinander, wie Hexose und 
Methamoglobin. Es geniigt also die Veresterung mit Phosphorsiure 
nicht, um den Zucker zu aktivieren, sondern es miissen noch andere 
aktivierende Kinfliisse hinzukommen. Wie es scheint, gehért zu ihnen 
nicht die glykolytische Spaltung, denn wir haben in cytolysiertem 
Blut keine Spaltung von Hexosemonophosphorsiure zu Milchséure 
gefunden. 

2. Oberfliichen. 

Fiigt man zu braunem cytolysierten Pferdeblut! 1/, Volumen 
neutrales m 2 Phosphat und zentrifugiert, so kann man die Stroma 
volilstandig abschleudern. Zentrifugierte und nicht zentrifugierte 
Flissigkeit geben mit Hexosemonophosphorsaiure den gleichen Sauer- 
stoffverbrauch, woraus hervorgeht, daB der Sauerstoffverbrauch in 
dem cytolysierten Blute nichts zu tun hat mit den Strukturteilen der 
Blutzellen. 

3. Gewinnung der aktivierenden Stoffe. 

Gibt man zu der nach 2. erhaltenen klaren, wirksamen Fliissigkeit 
Aluminiumhydroxyd in ausreichenden Mengen und zentrifugiert, so 
ist in der iiberstehenden Fliissigkeit kein Sauerstoffverbrauch mehr 
nachzuweisen. Blutzellen enthalten also Substanzen, die von 
Aluminiumhydroxyd aufgenommen werden und die bewirken, dab 
Methamoglobin und Hexosemonophosphorsiure miteinander reagieren. 
Man kann diese Substanzen folgendermaBen von dem Hamoglobin 
trennen und in trockenem Zustande gewinnen: 


Substanz I. Man _ schiittelt cytolysiertes, rotes Pferdeblut mit 
Chloroform nach einer Vorschrift von M. Tsuchihashi? (aus dem 
Laboratorium von M. Jacoby) oder noch bequemer mit Chloroform 

Alkohol. (Mengen: 400 cem Pferdezellen, in 0,9° |, NaCl zusammen- 
zentrifugiert + 400 cem Wasser + 700cem Alkohol + 30 cem Chloroform, 
bei 0° zusammengeben und 5 Minuten schiitteln. Von dem Hamoglobin- 
klumpen abgieBen, zentrifugieren). Zu der fast hamoglobinfreien F liissig- 
keit (1,5 Liter) fiigen wir 900 c¢em Alkohol und 2400 cem Ather, wobei 
ein Niederschlag fallt. der mit absolutem Alkohol gewaschen wird. Aus- 
beute aus 6 Litern Pferdeblut 8g Pulver. Das Pulver wird im Vakuum 
iiber KOH aufbewahrt und ist hier haltbar. 

Substanz II. Rattenblut wird in 0,9°,, Kochsalz gewaschen, scharf 
zusammenzentrifugiert und mit dem gleichen Volumen Wasser cytolysiert. 


1 1 Volumen Blutzellen (in 0.9°, NaCl) von Blutdichte + '/;), Volumen 
m/20 Phenylhydroxylamin (in 0,9°, NaCl) dreimal mit 0,9°, NaCl waschen, 
zusammenzentrifugieren und durch Zusatz des gleichen Volumens Wasser 
eytolisieren. 

2 M. Tsuchihashi, diese Zeitschr. 140, 63, 1923. 

3 K. Zeile u. H. Hellstrém, Hoppe-Seyler 192, 171, 1930. 
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Nach einigen Stunden bei 0° sind etwa 95° ,des Oxyhamoglobins kristallinisch 
ausgefallen. Man zentrifugiert zundachst kurz, gieBt die Fliissigkeit mit 
Stroma von den Kristallen ab. zentrifugiert langer und scharf, gieBt die 
iiberstehende Flissigkeit wieder ab und eluiert nunmehr das _ feste 
Kristallsediment mit eiskaltem Wasser (Mengen: Kristalle aus 50 ccm 
Rattenblut, mit 25 cem Wasser eluiert). Dieses Extrakt enthalt die Sub- 
stanz LI, die also an die Kristalle gebunden war. neben sehr wenig Hamo- 
globin. Weiterhin dialysieren wir 24 Stunden bei 0° in Kollodiumhiilsen 
gegen flieBendes destilliertes Wasser. Dabei nimmt die Konzentration der 
Substanz IT nicht ab, aber die Hauptmenge des Hamoglobins wird von 
der Hiilse adsorbiert. So gewinnt man Lésungen, die pro Kubikzentimeter 


nur 0,6emm Oxyhamoglobin-Sauerstoff enthalten. Verdampft man die 
Losungen im Vakuumexsikkator und nimmt den Riickstand der aus 
50 cem Lésung minimal ist wieder in Wasser auf, so ist die Wirksam- 


keit unverandert. 


4. Wirkung der beiden Substanzen. 


Um die Wirksamkeit der Substanzen zu priifen, stellen wir kristalli- 
siertes Pferdeoxyhimoglobin nach der Methode von A. Willstdtter? 
dar, kristallisieren es aus Wasser um, waschen es mehrmals mit eis- 
kaltem Wasser und verwandeln es mit Phenylhydroxylamin in Met- 
himoglobin. Eine solche braune Lésung, mit Hexosemonophosphor- 
siure gemischt, verbraucht keinen Sauerstoff. Setzt man aber die 
Substanzen I und II zu, so tritt die ganze oder eine noch gréBere 
Wirkung auf wie im cytolysierten Blute, d.h. es werden pro Stundg 
150 bis 200 cmm Sauerstoff von 2 ccm Lésung verbratcht, wahrend 
Zusatz nur einer der beiden Substanzen keine Wirkung zur Folge hat. 

Substanz II wird in 10 Minuten bei 50° fast vd6llig zerstért, 
Substanz I ist weniger hitzeempfindlich. Substanz II, in Wasser ge- 
lost, kann gegen flieBendes destilliertes Wasser bei 0° in Kollodium- 
hilsen dialysiert werden, ohne daB die Wirksamkeit abnimmt. 
Substanz I verschwindet unter den gleichen Bedingungen  voll- 
standig. Ob sie dialysiert oder von dem Kollodium aufgenommen 
wird, kénnen wir nicht sagen. 


5. Atmung ohne sauerstoffiibertragendes Eisen, 


Setzt man zu 2ccm cytolysiertem (rotem) Blut Hexosemono- 
phosphorséure und 0,02 mg Methylenblau, so geht die Verbrennung, 
wie in intakten Zellen, im wesentlichen iiber Methaimoglobin. Mit der 
gleichen Methylenblaukonzentration erhalt man in einer Lésung der 
Aktivatoren + Hexosemonophosphorséure fast keine Wirkung. Erhoht 
man aber die Methylenblaukonzentration auf das 20- bis 100fache, so 
tritt eine sauerstoffiibertragende Wirkung des Methylenblaus auf, die 


1 R. Willstdtter u. A. Pollinger, Hoppe-Seyler 130, 281, 1923 











134 O. Warburg u. W. Christian: Aktivierung von Kohlehydrat usw. 


hier da die Lésungen praktisch hamoglobinfrei sind nicht tiber 
Haimoglobin gehen kann, sondern eine direkte Reaktion zwischen 
Methylenblau und aktiviertem Kohlehydrat sein muB. 

Auch molekularer Sauerstoff reagiert direkt mit aktiviertem 
Kohlehydrat. Schiittelt man 2ccm einer Lésung der Aktivatoren 
+ Hexosemonophosphorsiure mit Sauerstoff von dem Druck einer 
Atmosphare, so findet man bei hinreichender Aktivatorkonzentration 
eine grobe Atmung (z. B. 150 emm O, pro Stunde). Eine solche direkte 
feaktion mit Sauerstoff findet man nicht, wenn man Blut cytolysiert, 
Hexosemonophosphorsaure zusetzt und mit Sauerstoff von dem Druck 
einer Atmosphiare schiittelt. Ob das aktivierte Kohlehydrat direkt 
durch Sauerstoff oder iiber Eisen verbrannt wird, hangt ab von den 
Konzentrationen des Fermenteisens, des Sauerstoffs, der Aktiva- 
toren usw. Beide Wege sind méglich, wie auch fiir Methylenblau der 
direkte Weg und der Weg iiber Eisen méglich ist. 


6. Verschwinden eines Widerspruchs, 

Es ist also kein Widerspruch, wenn man findet, das eine Oxydation 
in Zellsiften und Fermentlésungen eine direkte Reaktion zwischen 
molekularem Sauerstoff und aktiviertem Substrat ist, die Oxydation 
in sauerstoffatmenden Zellen aber eine Sauerstoffiibertragung durch 
Fermenteisen. Um das aktivierte Substrat konkurrieren in sauerstof{- 
atmenden Zellen molekularer Sauerstof{f und Fermenteisen, wobei das 
Fermenteisen gewinnt. In Saften aber oder in anaeroben Zellen, wo 
die Konzentrationen andere sind, und das Fermenteisen fehlt, hat man 
die direkte Reaktion mit molekularem Sauerstoff. Chemisch ware 
hiernach eine Atmung ohne sauerstoffiibertragendes Eisen durchaus 
méglich. Aber das Leben macht von dieser Méglichkeit keinen 


Gebrauch. 
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Photographische Abbildung der Hauptabsorptionsbanden 
der Mac Munnschen Histohimatine. 


Von 


Otto Warburg und Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1931.) 


In einer friiheren Mitteilung' wurde die Anordnung beschrieben, 
mit der die im Blau liegenden drei Hauptabsorptionsbanden der Mac 
Munnschen Histohimatine entdeckt wurden. Mit derselben Anordnung 
wurden die Banden photographiert, indem das Absorptionsspektrum 
des Bienenmuskels mit einer Linse von etwa 34cm Brennweite auf 
einer photographischen Platte abgebildet wurde. 





Abb. 1. 


Aus methodischen Griinden war es nicht méglich, die drei Banden 
in einem Bilde zu vereinigen. Die im oberen Teile der Abbildung wieder- 
gegebenen zwei Banden sind relativ stark und benétigen nur diinne 
Objekte. Die unten abgebildete, zwischen / 445 und 2450 wu liegende 
dritte Bande ist schwach, und man hat, um diese sichtbar zu machen, 
groBe Schichtdicken des Objekts anzuwenden, wodurch in dem Gebiet 
der beiden ersten Banden vollkommene Absorption eintritt. 


1 Otto Warburg u. Erwin Neqelein, diese Zeitschr. 233, 486, 1931. 








Uber die angebliche Herabsetzung 
der Sauerstoffbindungsfihigkeit des Himoglobins im Blute 
ihrer Milz beraubter Tiere. 


Von 
B. Deutseh. 


{Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1931.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Von B. B. Stimson! und spater von Ray und Isaac? wird angegeben, 
daB an Kaninchen bzw. Hunden, denen die Milz exstirpiert wurde, ein 
Teil des Hamoglobins fiir kiirzere oder langere Zeit seiner Sauerstoff- 
bindungsfahigkeit verlustig wird. Stimson bediente sich hierbei der 
von van Slyke fiir die Bestimmung des Hamoglobins im Blute aus- 
gearbeiteten Methode, die auf folgendem beruht. Bestimmt man die 
CO-Kapazitaét (die ja identisch ist mit der O,-Kapazitét) einmal im 
nativen Blut, in einer anderen Probe desselben Blutes, nachdem man 
es mit Na, 8,0, versetzt hatte, so erhilt man die gleichen Werte, falls 
das Blut kein Methamoglobin enthalt. Ist jedoch die CO-Bindungs- 
fahigkeit des mit Na, 8,0, behandelten Blutes gréBer, so riihrt dieses 
von Methamoglobin bzw. von dem von den Amerikanern so genannten 
..funktionsuntiichtigen Hamoglobin her, das durch das Na,S8,O, 
reduziert, nunmehr ebenfalls CO bzw. O, zu binden vermag. Ray 
und Jsaac verwendeten zu demselben Zweck die Methode von 
Stadie®. Diese beruht auf der Eigenschaft des Methaimoglobins 
und des Hamoglobins, daB auf Zusatz von Cyankalium ersteres 
bei Zimmertemperatur sofort, letzteres aber bei 50°C in etwa 
1', Stunde in orangerotes Cyanhimoglobin verwandelt wird, das 


1 Journ. of biol. Chem. 75, 95, 1927. 
2 Ebendaselbst 85, 549, 1929/30. 
3 Ebendaselbst 41, 237, 1920. 
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kolorimetrisch bestimmt werden kann. Bestimmt man nun in einer 
anderen Probe desselben Blutes die Sauerstoffkapazitét und berechnet 
aus dieser den Hamoglobingehalt, so erhalt man wieder denselben Wert, 
wenn kein Methimoglobin vorhanden war, hingegen einen geringeren 
Wert, wenn auch Methamoglobin bzw. ,,funktionsuntiichtiges‘* Hamo- 
globin vorhanden war, denn letzterem geht ja die Sauerstoffbindungs- 
fahigkeit ab. Der Unterschied der beiden Werte entspricht dem mit- 
anwesenden Methimoglobin bzw. dem ,,funktionsuntiichtigen’ Haimo- 
globin. Obige Befunde der Autoren sind, wenn sie sich bewahrheiten 
sollten, derart bemerkenswert, daB es lohnend erschien, die Versuche 
unter Verwendung einer anderen Versuchseinrichtung zu wiederholen. 
Ich ging davon aus, daB von derjenigen Methode das meiste zu erwarten 
ist, bei der der Blutfarbstoff, in welcher Form er immer vorhanden 
ist, einer entsprechenden Umwandlung, daher auch der Bestimmung 
keineswegs entgehen kann. Als solche verwendete ich die Hamo- 
kolorimetrie nach Autenrieth und Kénigsberger, in der die Umwandlung 
durch die hinzugefiigte Salzsiure wohl unfehlbar vor sich geht. 


Versuchstechnik. 
Blutentnahme. 


Den Versuchskaninchen wurden ungefaihr 10 bis 12cem Blut von 
einer kleinen, an der rasierten AuBenfliche des Ohres gesetzten Wunde 
entnommen, nachdem daselbst durch Bestreichen mii Xylpl eine starke 
Hyperaémie erzeugt wurde. Von Hunden habe ich Blut auf dieselbe Weise, 
oder aber nach Kompression des Oberschenkels aus einer Hautvene am 
Unterschenkel erhalten. Das hervorquellende Blut lie8 ich in eine kleine, 
dauernd leise geschiittelte Porzellanschale tropfen, die zur Verhiitung der 
Blutgerinnung vorangehend mit so viel Natriumoxalat beschickt war, daB 
die Konzentration an diesem Salz etwa 0,2°, betrug. Das auf diese Weise 
ungerinnbar gewordene Blut habe ich, um ihm fiir die Sauerstoffsattigung 
eine moéglichst groBe Oberflache zu geben, in einen 200 ccm fassenden 
Erlenmeyerschen Kolben gebracht und zur Verhiitung der Schaumbildung 
nicht geschiittelt, sondern bloB energisch herumgeschwenkt. 


Bestimmung der Sauerstoffkapazitat. 


Fiir diese Versuche dienten Barcroftsche Differentialapparate ; es waren 
deren mehrere nétig, einerseits, weil die groBe Anzahl der parallelen Be- 
stimmungen mit einem Apparat nicht durchzufiihren gewesen ware ; anderer- 
seits, weil bei der Gebrechlichkeit der Glasteile zuweilen ein Austausch 
des ganzen Apparats oder einzelner Birnen erfolgen muBte. Wie vom 
englischen Autor abgeleitet, unter anderem auch bei Sziklay?! ausfiihrlich 
erértert, ist das gesuchte Volumen V des im Apparat durch Ferricyankalium 
in Freiheit gesetzten Sauerstoffs gleich hK, wo h gleich ist dem Héhen- 
unterschied der Nelkendlséiulen in den beiden Schenkeln des Apparats, 


1 Diese Zeitschr. 223, 374, 1930. 
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K aber eine Konstante darstellt, die a) aus den Daten der ,,physikalischen 
Kalibrierung*‘ nach Barcroft und Higgins’ berechnet, b) mittels der ,,chemi- 
schen Kalibrierung*’ nach Barcroft und Burn? und c) nach Miinzer und 
Neumann? ermittelt werden kann. Da, wie aus Tabelle I hervorgeht, meine 
nach a) und nach c) erhaltenen Kalibrierungswerte hinlanglich iiber- 
einstimmen, habe ich der Berechnung meiner Versuche die nach Miimnzer 
und Neumann erhaltenen Werte von AK zugrunde gelegt. Zu der Bestimmung 
habe ich in eine Birne 2 ccm Blut (bzw. Hamoglobinlésung) mittels einer 
geeichten Pipette unter 1 ccm einer 1° igen Lésung von Saponin (100 cem 
der Saponinlésung wurden mit | bis 2 Tropfen Octylalkohol versetzt) ein- 
gebracht, dieselbe Seite des Apparats mit 0,3 ccm einer frisch bereiteten 
gesattigten Lésung von Ferricyankalium beschickt, in die andere Birne 
aber 2,3 ccm destilliertes Wasser und 1 cem der Saponinlésung eingefiillt. 


Bestimmung des Hdmoglobingehalts der Blutprobe. 


Diese Bestimmungen habe ich in einem von Hellige bezogenen Hiaimo- 
kolorimeter nach Autenrieth und Kénigsberger vorgenommen. Es wurden 
vorschriftsgemaB 0,02ccm Blut mittels der beigegebenen Pipette auf- 
gesogen, auf das 100fache mit n/10 Salzséure verdiinnt, 24 Stunden lang 
stehengelassen und dann in die Kolorimeterkiivette  iiberfiihrt. Die 
Messungen erfolgten stets bei Tageslicht, stets an demselben Fenster. Der 
Mittelwert von zehn Ablesungen wurde als Endergebnis auf Grund der 
dem Apparat beigegebenen Tabelle umgerechnet. Die Sauerstoffbindungs- 
fahigkeit des Hamoglobins wird nach Matajuro Yamakita*, wenn die Oxalat- 
konzentration 0,2°, nicht iiberschreitet, in einem eben nur nachweisbaren 
Grade herabgesetzt, durch einen 0,8°,igen Zusatz allerdings um etwa 30°, 
herabgesetzt. DaB in meinen Versuchen durch den Oxalatzusatz das Er- 
gebnis der Kolorimetrie nicht beeinfluBt wurde, geht aus nachstehend wieder- 
gegebenen Parallelbestimmungen hervor, indem das Blut einerseits direkt 
an der Wunde in die Pipette aufgesogen und gleich mit der Salzsiure ver- 
diinnt, andererseits aber erst durch Oxalatzusatz ungerinnbar gemacht 
wurde. 





Mit Oxalat Ohne Oxalat 
Kaninelhen TI. . .... 16,3 16.4 
m= eee oe 12,5 12,7 
" Borah athe sg 16,4 16,1 
a Oh nb, es 10.6 10,6 
& «re 13,2 15,2 


Um bei den entscheidenden Versuchen sicher zu gehen, habe ich die 
dem Apparat beigegebene Tabelle auf folgende Weise nach der Vorschrift 
von Autenrieth und Dorner’ nachgepriift. Ich stellte Oxyhamoglobin dar, 
entnahm dem aus mindestens zweimal umkristallisierten Hamoglobin 
bestehenden, frisch abgenutschten Kuchen etwa 4g, die ich nach genauer 


1 Journ. of physiol. 42, 512, 1912. 

2 Ebendaselbst 45, 493, 1913. 

3 Diese Zeitschr. 81, 319, 1917. 
Tohoku Journ. of exp. med. 2, 1921. 
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Wagung in | Liter n/10 Salzséure léste; die Lésung lieB ich 24 Stunden 
lang stehen und stellte aus dieser Standardlésung mit Wasser eine Anzahl 
verschiedener Verdiinnungen her und priifte sie kolorimetrisch. Demselben 
Kuchen wurden noch drei kleine Proben entnommen und in ihnen die 
Trockensubstanz, also der Haémoglobingehalt bestimmt. Auf diese Weise 
konnte ich die Konzentration der kolorimetrisch gepriiften salzsauren 
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Abb. 1. 


Lésung berechnen. Diese Bestimmungen -vurden dreimal an Pferde-. 
einmal an Menschenhémoglobin ausgefiihrt. In nachstehender Abbildung 
sind die Skalenzahlen des Apparats auf die Abszissenachse, die Haimoglobin- 
konzentrationen aber als Ordinaten aufgetragen. Die an den vier Haémo- 
globinpraéparaten erhaltenen Eichungskurven stimmen, wie aus der Ab- 
bildung hervorgeht, untereinander recht gut iiberein; hingegen weichen sie 
von der dem Kolorimeter beigegebenen Tabelle erheblich ab. Um so merk- 
wiirdiger war das Ergebnis mehrerer an reinen Hémoglobinlésungen aus- 
gefiihrter Versuche, die in der Tabelle IT zusammengestellt sind. 
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In diesen Lésungen habe ich einerseits das Normalvolumen des an 
Haémoglobin gebundenen Sauerstoffs bestimmt, andererseits den Hémo- 
globingehalt der Lésungen a) aus ihrem Trockensubstanzgehalt, b) aus 
ihrem von T'. Ldszlé in diesem Institut nach dem Titanverfahren be- 
stimmten Eisengehalt, c) kolorimetrisch nach Autenrieth und Kénigsberger 
ermittelt und mit Hilfe dieser drei verschiedenen Daten gesondert die 
Sauerstoffkapazitat des Hamoglobins berechnet. Wie aus Tabelle II hervor- 
geht, stimmen die unter a) (Stab 7) und unter b) (Stab 8) berechneten Zahlen 
meistens recht gut miteinander iiberein, desgleichen auch mit den unter c) 
(Stab 9) aus den hamokolorimetrischen Daten berechneten, wenn, wie 
in der Tabelle I1, diese Berechnung auf Grund der dem Apparat beigegebenen 
Tabelle erfolgt. Hingegen ergaben sich teilweise ganz absurde, hier nicht 
mitgeteilte Werte bei der Berechnung mit Hilfe meiner eigenen Kali- 
brierungsdaten. Hierfiir vermag ich keinen plausiblen Grund anzugeben, 
denn es ist z. B. die sonst naheliegende Annahme einer Anderung der Farben- 
intensitét der in den Vergleichskeil eingeschlossenen Fliissigkeit (nach 
Dunger' eines anorganischen Lésungsgemisches von geheimgehaltener 
Zusammensetzung) aus dem Grunde allein schon auszuschlieBen, da ja 
meine Eichungsversuche mit den vier Hamoglobinpraéparaten in Abstaénden 
von mehreren Monaten innerhalb zweier Jahre ausgefiihrt wurden; und 
dennoch zu untereinander iibereinstimmenden Ergebnissen fiihrten. Ich 
mute also in den weiter unten beschriebenen eigentlichen Versuchen der 
Berechnung aus den haémokolorimetrischen Ablesungen die dem Héamo- 
kolorimeter beigegebene Tabelle zugrunde legen. 


Die Milzexstirpation, 


Nachdem die Sauerstoffbindungsfaéhigkeit des Blutes der Versuchstiere 


im normalen Zustande festgestellt war, habe ich an ihnen di¢ Milzexstirpation 
unter méglichst geringem Blutverlust ausgefiihrt; mit wenigen Ausnahmen 
heilte die Bauchwunde per primam. 


Versuchsergebnisse. 


An acht Kaninchen und drei Hunden wurde vor und nach der 
Milzexstirpation 6fters, meistens in Intervallen von je einigen Tagen, 
der Hamoglobingehalt und die Sauerstoffkapazitat des Blutes bestimmt 
und die aus diesen Daten berechnete Sauerstoffkapazitét des Hamo- 
globins in Tabelle II] eingetragen. Beziiglich dieser Werte — eine 
Anzahl von Werten, erhalten an Tieren, die vor der Milzexstirpation 
zugrunde gingen, oder an denen nach erfolgter Milzexstirpation aus 
aéuBeren Griinden keine Bestimmungen vorgenommen werden konnten, 
sind in die Tabelle nicht aufgenommen — ist zunichst zu bemerken, 
daB sie mit wenigen Ausnahmen den Mittelwert zweier gut iiberein- 
stimmender Analysen darstellen, und daB einige ganz unwahrscheinlich 
hohe oder niedere, jeweils mit einem Fragezeichen versehene Werte, 
die fiir die Sauerstoffkapazitat des Hamoglobins errechnet wurden, 


1 Zeitschr. f. klin. Med. 91, 1921. 
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von versuchstechnischen Fehlern herriihren diirften. Doch ist es auch 
méglich, daB abnorm niedrige Werte auch durch abnorme Zusténde 
verursacht werden kénnen. Solche niedrigen Werte, bis hinunter zu 
1,10, ergaben sich an dem in die Tabelle III nicht aufgenommenen 
Kaninchen Nr. 9, das, ehe noch die Milz exstirpiert wurde, verendete. 
Die Obduktion, von Herrn Prof. Jarmay — dem auch an dieser Stelle 
bester Dank quittiert sei — im pathologisch-anatomischen Institut 
der Tierarztlichen Hochschule in Budapest ausgefiihrt, ergab Kachexie, 
erhéhte Tatigkeit des Knochenmarks, Enteritis und Kratze. Endlich 
wies auch Kaninche Nr. 16 eine Zeitlang vor der Milzexstirpation 
solche abnorm niedrigen Werte auf; als offenbare Ursache derselben 
stellte sich ein etwa talergroBer offener AbszeB mit unterminierten 
Randern in der Glutealgegend heraus. Nach einer mehrwéchigen 
Behandlung (Atzung mit Carbol), wahrend welcher Zeit keine Be- 
stimmungen am Blut vorgenommen wurden, war das Tier geheilt, 
worauf die zwei Monate spiter wieder aufgenommenen Versuche fiir 
die Sauerstoffkapazitét des Hamoglobins normale Werte ergaben. 
Die soeben angefiihrten niedrigen Werte haben selbstredend nichts 
mit der Splenektomie als solcher zu tun. Ich muB zugeben, daB auch 
die iibrigen fiir die Sauerstoffkapazitat des Hamoglobins errechneten 
Werte auch vor der Milzexstirpation vielfach durchaus nicht ideal 
sind, indem sie vom erwarteten Wert von 1,34 nach oben oder nach unten 
abweichen. Es ist aber zu bedenken, da weder die Bestimmung des 
Hamoglobingehalts noch aber die der Sauerstoffkapazitat des Blutes 
fehlerfrei ist, da ja auf eine Genauigkeit von 1 oder 2°, durchaus nicht 
immer gerechnet werden kann. Da sich nun die Sauerstoffkapazitit 
des Hamoglobins als Quotient jener beiden Werte ergibt, ist es unaus- 
weichlich, daB im ungiinstigsten Falle jene Fehler multipliziert in 
Erscheinung treten und so die erwahnten Unstimmigkeiten verursachen. 
Zur Entscheidung der obschwebenden Frage kommt es in erster Reihe 
darauf an, ob sich ungeachtet dieser Schwierigkeiten an den nach der 
Milzexstirpation erhaltenen Werten eine deutliche Tendenz zur Ver- 
ringerung nachweisen laBt oder nicht. Zu diesem Behuf erschien es mir 
zweckmaBig, die in Tabelle III mitgeteilten Versuche in drei Kolonnen 
zu scheiden: die beiden ersten enthalten die Ergebnisse derjenigen 
Versuche, in denen jene Schwankungen am geringsten sind, daher 
den Vergleich der vor und nach der Milzexstirpation erhaltenen Werte 
am wenigsten zu erschweren vermégen; die dritte Kolonne enthalt 
solche Versuche, in denen die Schwankungen starker stérend wirken. 
Ob wir nun die mit weniger oder die mit mehr Fehlern behafteten 
Versuchsreihen betrachten, kommt man, im Gegensatz zu den eingangs 
genannten amerikanischen Autoren zu dem SchluB, daB nach Ex- 
stirpation der Milz keine derartige Anderung eintritt, die zu einer herab- 
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Versuche mit wenigen zweifelhaften Werten. 


Tabelle I11. 
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Tier 


Kaninchen 
Nr. 8 


Kaninchen 
Nr. 12 


Kaninchen 
Nr. 16 





Datum 
der Versuche 


1929 
27. IX. 
30, IX. 

OM 
. &. 
a 
2. XI. 


5. XI. 


6. 2a 
ae 
8. XI. 
10. XI. 
15. XI. 
29. XI. 
10. XII. 
1930 
» £ 
mm «£ 
14. 
am & 
mw +t 
ma. | 
-_ © 
a = 
= &. 
mn. = 
20. -X 
5. XI. 
t 2 
8. XI. 
12. Xi. 





Himoglobingehalt 
des Blutes des Minton 


0 


0 ecm 
12,2 16,3 
11,8 15,7 
11,7 16,5 
11,5 15.8 
12,7 16,1 
10.5 14,5 
Mittelwert : 
Milz exstirpiert 
10,7 13,7 
9,1 13,3 
9,2 12,4 
9,1 12,6 
11,2 15,0 
Mittelwert : 
12,8 16,0 
11,8 15,3 
12,0 15,7 
11,1 15,4 
Mittelwert : 
Milz exstirpiert 
10,5 14,7 
9,9 13,3 
9,7 12,7 
9,5 12,5 
Mittelwert : 
10,7 14.8 
10,4 14,2 
11,5 15,7 
13,4 18,2 
Mittelwert: 
Milz exstirpiert 
12,2 17,3 
11,6 14,9 
10,0 14,2 


Mittelwert: 


des Himogtobins 


ecm 


1,34 
1,33 
1,41 
1,37 
1,27 
1,38 


135 


1,28 
1,46 (7) 
1,35 
1,38 
1,34 
1,36 
1,25 
1,39 


1,31 
1,38 


131 


1,40 
1,34 
1,31 
1,32 
134 
1,38 
1,37 
1,36 
1,36 
1,35 


1,41 
1,29 
1,42 
1,37 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


Versuche mit wenigen zweifelhaften Werten. 





Sauerstoffkapazitat 








a —— Hamoglobingehalt | 
Tier der Versuche | cos Cintas des Blutes des Himoglobins 
0! | ‘oie di 
1930 
22. VII. 12,4 16,4 1,32 
23. VII. 14,0 17,2 1,23(?) 
ao * 13,5 18,2 1,35 
9. X. 11,7 16,4 1,40 
15. X. 12,8 17,2 1,34 
Mittelwert: 1,33 | 
Kaninchen 17. X. Milz exstirpiert 
Nr. 17 18. X. 11,8 16,8 1,42 
2. X. 10,5 14,6 1,39 
aS. 10,8 14,2 1,32 
28. X. 9,9 13,8 1,39 
24. X. 9,4 12,9 1,37 
wm. 11,6 15,5 1,34 
Mittelwert: | 1,86 
23. VII. 13,3 18,2 1,37 
25. VII. 13,4 17,6 1,30 
10. &. 14,4 19,7 1,37 
18.: x, 12,7 17,2 1,35 
16. X. 11,4 14,8 1,30 
Mittelwert : 1,33 
24, X. Milz exstirpiert 
Kaninchen 25. X. 12,6 16,4 1,30 
eacnes a7. X. 10,0 13,4 1,34 
28. X. 10,0 12,9 1,29 
29. X. 8,8 12,2 1,37 
$i. X. 9,3 12,0 1,29 
4. XI. 9,9 13,6 1,38 
\ Ae «8 8,7 12,2 1,40 
11. XI. 11,3 16,0 1,41 
Mittelwert: 135 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


Versuche mit wenigen zweifelhaften Werten. 
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Tier 


Wolfshund 
(mannlich) 


Wolfshund 
(weiblich) 


Hund 
( Dx »ber- 
mann) 


Haimoglobingehalt 


a, a oo Cae 
0 0 
1929 
S “Ss: 15,0 
19. X. 16,2 
_. me 14,0 
30. XII. 15,8 
1930 
» & 
e = 17,5 
4. 16,3 
6 OL. 13,8 
& & 15,0 
a -£ 13,9 
1929 
= = 14,7 
mm ce 17,5 
ma 14,9 
29. X. 15,2 
31. XII. 6,5 
1930 
2 I 
3. =I 17,9 
4. 1 17,6 
. F 15,7 
% 3 18,1 
8. I 16,0 
1929 
29. XI. 14,5 
80. XI. 13,7 
11. XII. 
12. XII. 15,4 
13. XII. 15,9 
14. XII. 16,5 
16. XII. 14,7 
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des Blutes 


ecm 


20,5 
20.6 
19,7 
20,0 


Mittelwert: 


Milz exstirpiert 
23,0 
21,3 
18,4 
19,3 
18,2 


Mittelwert: 


19,8 
22,5 
19,6 
19,5 
21,5 
Mittelwert: 


Milz exstirpiert 
23,5 
23,9 
21,0 
23,2 
20.6 


Mittelwert: 


20,1 
18.5 


Mittelwert: 


Milz exstirpiert 
21,6 
21,4 
21,4 
19,9 
Mittelwert : 


10 


Sauerstoffkapazitat 


des Hamoglobins 


ecm 


1,37 
1,27 
1,40 
1,32 
1,34 


1,32 
1,31 
1,33 
1,29 
1,30 
131 


1,35 
1,28 
1,32 
1,28 
1,30 
131 


1,31 
1,36 
1,34 
1,28 
1,29 


132 


1,39 
1,35 
137 


1,40 
1,35 
1,30 
1.35 
137 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


Versuche mit mehreren zweifelhaften Werten. 





Tier 


Kaninchen 
Nr. 10 


Kaninchen 
Nr. 6 


Kaninchen 
Nr. 7 








Datum 
der Versuche 
1929 
cm “te 
i? 
24. X. 
_ =e 
~~ me 
— -e 
20. XI. 
21. XI. 
22. XI. 
23. XI. 
25. XI. 
28. XI. 
9. XII. 
19. XI. 
24. XI. 
27. XI. 
29, XI. 
80. XI. 
i. Ae 
7 Se. 
25. IX. 
28. IX. 
a. wee 
30. X. 
1. XL. 
4. XI. 
) ie 2 
12. XI. 
13. XI. 
14. XI. 
16. XL. 
i. am 
20. XI. 


oS ee ae 
des Blutes 


0 
0 


10,5 
10,6 
10,4 
10,3 

9,3 
12,9 


12,0 
11,8 
10.9 
10,3 
11,5 
11,5 


12,9 
12,6 
12,1 


12,8 
10,8 
10,6 


10,9 
10,8 
10,9 
12,0 
10,5 
10,3 
11,8 


9,1 
8,0 
7,8 
6,2 
10,0 


Sauerstoffkapazitit 


des Blutes 


ecm 


14,2 
13,6 
12,8 
13,2 
12,2 
16,5 
Mittelwert: 
Milz exstirptert 
16,1 
14,7 
13,8 
19,1 
13,9 
16,1 
Mittelwert : 


16,8 
15,6 
15,2 
Mittelwert: 
Milz exstirpiert 
16,0 
14,3 
14,1 
Mittelwert : 
15,2 
15,0 
15,0 
16,0 
14,8 
15,1 
15,8 
Mittelwert: 
Milz exstirpiert 
12,6 
19,9 
10,1 
9.5 
11,7 


des Hamoglobins 


ecm 


1,35 
1,28 
1,23(?) 
1,28 
1,31 
1,29 


1.29 


1,34 
1,25(?) 
1,27 
1,28 
1,21(?) 
1,49 
1,29 
1,30 
1,24 
1,25( 7) 


1,26 


1,25 
1,32 
1,33 
1,30 


1,40 
1,39 
1,39 
1,33 
1,41 
1,46( 7) 
1,34 
1,39 


1,38 
1,36 
1,30 
1,53 (?) 
1,17 (?) 














Sauerstoffbindungsfahigkeit des Hamoglobins usw. 147 


gesetzten Sauerstoffbindungsfahigkeit, also zu der Bildung ,,funktions- 
untiichtigen** Hdmoglobins fiihren wiirde. Zur sicheren Widerlegung 
eines mitgeteilten Versuchsergebnisses miiBten die Versuche zuniachst 
genau nach der Technik der Originalmitteilung wiederholt werden; 
wenn ich dies nicht tat, geschah es, wie erwahnt, aus dem Grunde, 
weil ich in diesem speziellen Falle auf die restlose Erfassung des Gesamt- 


hamoglobins (normales plus angeblich ,,funktion-untiichtiges“) auf 


Grund seiner Umwandlung in einheitliches Saurehimatin § sicherer 
als auf irgendeine andere Weise zu rechnen befugt war. 

Diese Versuche wurden auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prot. Hari ausgefiihrt. 











Eine kolorimetrische Methode 
zur Bestimmung kleinster Mengen Kalium. 


Von 
Josef Tischer. 


(Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenernéhrung der landwirtschaftlichen 
Abteilung der Prager deutschen technischen Hochschule in Tetschen- 
Liebwerd.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die bisher erschienenen Methoden zur Bestimmung geringer 
Mengen von Kalium beruhen zum iiberwiegenden Teile auf der zum 
ersten Male von De Koningk (1) beschriebenen Reaktion des Kaliums, 
mit Natriumnitrit und Kobaltckloriir in essigsaurer Lésung einen unlés- 
lichen gelben kristallinischen Niederschlag von Kaliumnatriumkobalti- 
nitrit zu bilden. Der naheliegende aussichtsreiche Weg, dadurch eine 
Verfeinerung und Vereinfachung der Kaliumbestimmung zu erreichen, 
daB man das in der Kaliumfallung enthaltene Nitrit nach den bekannten 
auBerordentlich empfindlichen kolorimetrischen Methoden bestimmt 
und daraus indirekt auf die vorhandene Kaliummenge schlieBt, setzt 
ein konstantes Verhaltnis zwischen der Nitrit- und Kaliummenge im 
Niederschlag voraus und wurde erst in wenigen Fallen beschritten, 
wahrscheinlich deshalb, weil die Zusammensetzung des Niederschlages 
eine schwankende ist. 

Briggs (2) wusch den Kaliumnatriumkobaltinitritniederschlag mit 
10 °,iger NaCl-Lésung in einem Gooch-Tiegel aus, léste ihn in heiBer Natron- 
lauge und bestimmte die salpetrige Séure kolorimetrisch mittels des Griess- 
schen Reagens. Taylor (3) hat kiirzlich diese Methode abgeéndert. Die 
Waschung wird mit 30°,igem Alkohol, die Diazotierung in 10°, iger Essig- 
séiure vorgenommen, zum Vergleich wird eine Kaliumstandardlésung ver- 
wendet. Dreguss (4), dessen Veréffentlichung nach Abschlu8 meiner Ar- 
beiten erschien, fallt mit einer lingstens 4 Wochen haltbaren Natrium- 
kobaltihexanitritldsung nach Kramer-Tisdall (5), verdiinnt nach zwei- 
stiindigem Stehen im Eisschrank mit destilliertem Wasser, zentrifugiert, 
wascht den Niederschlag bis zur Farblosigkeit des Waschwassers auf der 
Zentrifuge aus und kolorimetriert den Nitritgehalt ebenfalls nach Griess- 
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llosway (6). Die Methode erfordert jeweils eine gleichzeitige Mit bestimmung 
einer Lésung von bekanntem Kaliumgehalt, arbeitet also auch mit einem 
Kalistandard, weil ein Vergleich mit einer Nitritstandardlésung mit Riick- 
sicht auf die wechselnde Niederschlagszusammensetzung nicht einwandfrei 
ist. Beutelspacher geht im wesentlichen in gleicher Weise vor, lést den 
Niederschlag in Natronlauge auf und kolorimetriert nach Zusatz von 
Schwefelsiure-Indoll6sung; doch scheint diese Methode in ihren Einzel- 
heiten noch nicht beschrieben worden zu sein. .M.v. Wrangell (7) erwahnt 
noch, daB eine absolute Menge von 0,01 bis 0,1 mg K,O, die etwa 8 bis 
80.10-*g K entspricht, fiir diese kolorimetrische Bestimmung geniigt 
und daB sich auf diese Weise die salpetrige Séure mit einer Genauigkeit 


von + 2°, bestimmen und auf Kalium umrechnen 1aBt. 


Unabhangig von diesen Autoren habe ich gleichfalls die Be- 
stimmung des Nitritgehaltes des K,NaCo (NO,),-Niederschlages fiir die 
Ausarbeitung einer empfindlichen und raschen Kaliumbestimmungs- 
methode zur Grundlage genommen und bin damit nach systematischer 
Uberwindung samtlicher auftretenden Schwierigkeiten zu vollbefrie- 
digenden Ergebnissen gelangt. 


Methodisches. 
Prinzip der Methode. 

Ineiner kleinen Eprouvette wird 1 ccm einer mittels einer graduierten 
Prazisionspipette abgemessenen neutralen oder ganz schwach sauren 
Kaliumsalzlésung, deren Gehalt zwischen 1 bis 1000. 10-®g (y)! 
Kalium schwanken kann, mit einer frisch bereiteten Lésung eines 
besonders gereinigten, ha?tbaren Natriufnkobaltinitrits im UberschuB 
versetzt und zwecks Beschleunigung der Kaliumfallung gekiihlt. Der 
entstandene Niederschlag von K,NaCo(NO,), wird in einen Mikro- 
porzellanfiltertiegel quantitativ iibergespilt, mit Athylalkohol bis zur 
Nitritfreiheit gewaschen und durch Erwarmen auf dem Wasserbad in 
destilliertem Wasser gelést. Die nitrithaltige Lésung oder ein aliquoter 
Teil davon wird mit dem Naphtholreagens nach Riegler (8) versetzt 
und die entstandene Rotfairbung mit einer Standardnitritlésung im 
Kolorimeter verglichen. 

Meine ersten Versuche wurden mit dem nach der Vorschrift von Kramer- 
Tisdall hergestellten Kobaltnitritreagens ausgefiihrt und ergaben wegen 
der schwankenden Zusammensetzung des Kobaltgelbniederschlags keine 
befriedigenden Resultate. Es wurden groBe Unterschiede im Nitritgehalt 
des Niederschlages festgestellt. Diesem Ubelstand konnte durch die Her- 
stellung eines vollkommen reinen Fallungsmittels nach Biilmann (9) und 
langsame Fiallung in neutraler oder ganz schwach saurer Lésung soweit 


abgeholfen werden, so daB die nach der kolorimetrischen Methode gefundenen 
Kaliummengen mit den gravimetrisch ermittelten iibereinstimmen. 





1 Fiir die Angabe der Gewichte wird in der weiteren Beschreibung 
der Vereinfachung halber die in der Literatur iiblich gewordene Bezeichnung 
1 y fiir 0,000001 g verwendet. 
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Bereitung des Fdllungsmittels. 


150 g Natriumnitrit (Merck pro analysi) werden in einer Porzellan- 
schale in 150 cem heiBem Wasser gelést und die Lésung bis 40° C abkiihlen 
gelassen, wobei sich Kristalle wieder ausscheiden. Darauf werden 50g 
reinstes, kristallisiertes Kobaltnitrat (Werck) in fester Form zugesetzt und 
unter besténdigem Riihren im Digestorium in kleinen Anteilen 50 cem 
50°. ige Essigséure hinzugegeben; sobald das Entweichen von nitrosen 
Casen nachgelassen hat, bringt man den Inhalt der Schale in eine hohe 
Waschflasche und leitet unter Vorschaltung einer mit Wasser gefiillten 
Waschflasche einen kraftigen Luftstrom etwa 30 Minuten lang durch die 
Fliissigkeit. Die ausgeschiedenen Kristalle werden durch allméhlichen 
Zusatz von wenig destilliertem Wasser in Lésung gebracht und die klare 
oder filtrierte Fliissigkeit mit etwa 250 ccm 96°,igem Alkohol versetzt, 
wodurch ein ziemlich reines Natriumkobaltinitrit ausgefallt wird. Sobald 
sich der Niederschlag zu Boden gesetzt hat, wird er auf einer Nutsche 
unter Anwendung der Wasserstrahlpumpe von der alkoholischen Fliissigkeit 
abgetrennt und trocken gesaugt. Auf eine méglichst weitgehende Entwdsserung 
des Niederschlags ist besonderes Gewicht zu legen. Sodann wird der Nieder- 
schlag viermal mit je 25 ccm 96°,igem Alkohol und zweimal mit je 25 ccm 
vollig wasserfreiem Athyléther gewaschen. Das so erhaltene Salz wird in 
einem austarierten Becherglas gewogen und neuerdings in destilliertem 
Wasser gelést, wobei fiir je 10g Salz 15cem Wasser verwendet werden, 
so daB sich der Niederschlag bei Zimmertemperatur eben auflést. Darauf 
wird nochmals mit 96° ,igem Alkohol gefallt, wobei auf 10g Substanz 
etwa 35 bis 40 ccm Alkohol benétigt werden. Nachdem sich der Nieder- 
schlag zu Boden gesetzt hat, wird er wiederum vollstandig trocken gesaugt, 
wiederholt mit 96°,igem Alkohol, mindestens zweimal mit absolutem 
Alkohol, schlieBlich zweimal mit absolutem Ather gewaschen und abermals 
vollstandig trocken gesaugt. Sodann breitet man den Niederschlag auf 
einem Uhrglas aus, bringt dieses in einen Exsikkator und evakuiert einigemale, 
bis der Geruch nach Ather und Alkohol vollstaéndig verschwunden ist. 
In diesem Zustande ist das Préparat, im Dunkeln verschlossen aufbewahrt, 
sehr gut haltbar. (Beobachtungszeit 51% Monate.) 

Eine Lésung des Fallungsmittels wird unmittelbar vor Gebrauch 
hergestellt, indem man 1 g in 10 cem destilliertem Wasser lést und nach 
etwa halbstiindigem Stehen die Lésung durch ein gehartetes Filter filtriert. 
Die wasserige Lésung halt sich nicht lange unzersetzt und ist daher am 
besten taglich aus dem in Vorrat gehaltenen festen Faéllungsmittel frisch 
herzustellen. Mit 1 g Natriumkobaltinitrit kommt man in der Regel fiir 
15 bis 20 Kaliumbestimmungen aus. 


Da ich im Anfang meiner Untersuchungen das Fallungsmittel nur 
mit 96°,igem Alkohol und absolutem Ather ausgewaschen habe, ohne 
auf eine vollstaéndige Trocknung besonderen Wert zu legen, fiihre ich die 
nach 3 Wochen am Auftreten nitroser Gase erkennbare Zersetzlichkeit 
meiner ersten Praparate auf den unvollkommenen Wasserentzug zuriick, 
die Zersetzung des Préparats gibt sich auch in einer Farbenainderung des 
urspriinglich orangegefarbten Salzes nach einer helleren Nuance zu er- 
kennen. Direkte Sonnenbestrahlung beschleunigt die Zersetzung. Auch 
ein von der Firma Merck bezogenes Praparat ,,Cobalti-Natrium nitrosum 
pro analysi‘‘ mit Garantieschein befand sich bereits im Zustande der Zer- 
setzung, so daB angenommen werden darf, daB die Herstellung eines halt- 
baren Reagens bisher Schwierigkeiten bereitet hat. Zum Vergleich wurde 
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das Reagens nach obiger Vorschrift hergestellt und zunéchst versucht, 
die beiden Praparate auf ein konstantes Gewicht zu bringen, indem sie in 
flach ausgebreitetem Zustande in einen Exsikkator gebracht wurden, der 
dann mehrere Male evakuiert wurde. Dabei stellte sich heraus, daB das 
nach obiger Vorschrift hergestellte Fallungsmittel, wie aus Tabelle I er- 
sichtlich ist, schon nach dem dritten Evakuieren ein vd6llig konstantes 
Gewicht aufwies, waihrend beim Merckschen Praéparat eine staéndige Ce- 
wichtsabnahme stattfand. Durch Vorschaltung einer Waschflasche und 
Durchleiten der abgesaugten Gase durch destilliertes Wasser wurde fest- 
gestellt, daB die Gewichtsverminderung bei dem von Merck Ende 1929 
hergestellten Praéparate durch das Entweichen von nitrosen Gasen bedingt 
wurde. 


Tabelle I. 





Selbsther- Gewichts- Merck’sches | Gewichts- 
Evakuierungen gestelltes differenz Praparat differenz 
Nag Co/NO» |¢ ing Nr. 3022108 ing 
Eingewogene Substanz- 
tS geet hae ae 1,3902 _ 1,4038 — 
Gewicht nach 1-stiindigen Ver- 
weilen im evak. Exsikk. . 1;3998 0,0006 1,3868 — 0,0170 
Gewicht in g nach neuerlic! em 
Evakuieren (1 Stunde). . . 1,3909 0,0001 1.3770 — 0,0098 
Gewicht in g nach dem dritten 
Evakuieren (2 Stunden). . 1.3999 — 1.3662 — 0,0108 
Gewicht in g nach dem vierten 


Evakuieren (li Stunde). . . 1,3999 — 1,3558 — 0,0104 


Zur Féillung des Kaliums benutzt man im Konzentrationshereich 
von | bis 20 y Kalium in 1 cem 0,2 cem, von 20 bis 50 y K in 1 cem 
0,5cem, fiir die stairkeren Konzentrationen im allgemeinen fiir je 
100 y K 1 ccm von der 10°, igen Lésung des gereinigten und vollstandig 
entwasserten Natriumkobaltinitrits. Man kann auch, um mit méglichst 
kleinen Fliissigkeitsquantitaten zu arbeiten, bei der Fallung starker 
konzentrierter Kaliumsalzlésungen als 0,1 mg K in 1 ccm eine 20- oder 
héher prozentige Lésung des Fallungsmittels anwenden. 


Die Fallung wird in der Weise vorgenommen, da’ man auf den Boden 
eines etwa 10cm langen, sorgfaltig mit Kaliumbichromat-Schwefelséure 
gereinigten Proberéhrchens 1ccm der zu untersuchenden Kaliumsalz- 
lésung bringt, ohne die GefaBwandungen zu benetzen. Das Einbringen 
der Kalisalzlésungen muB8 aéuBerst sorgfaltig mit einer graduierten Prazisions- 
pipette unter Einhaltung der Eichungstemperatur geschehen, um Mel- 
fehler méglichst auszuschalten. Die Lésung des Fallungsmittels l48t man 
aus einer Pipette zutropfen, wobei gleichfalls darauf zu achten ist, daS 
die GefaBwandungen mit dem Fallungsmittel nicht benetzt werden, weil 
durch das angetrocknete Fallungsmittel Verzégerungen beim Auswaschen 
entstehen kénnen. Am bequemsten arbeitet man mit Konzentrationen 
von 25 bis 250 » Kalium in 1 cem. Die so beschickten Proberéhrchen werden 
zur vollsténdigen Ausfaillung des Kaliums mindestens 5 Stunden in Schnee 
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oder pulverisiertes Eis oder iiber Nacht in flieBendes Wasser eingestellt 
(siehe die folgenden Angaben iiber die Fallungsgeschwindigkeit). Fiir 
Serienuntersuchungen fertigt man sich zweckmaBig eine auf ein gréBeres, 
flaches GefaB passende Schablone aus Pappendeckel oder Blech mit Aus- 
nehmungen fiir die Proberéhrchen an. Die Fallungen mit einem Gehalt 
von etwa 1 bis 10 y Kalium sind mit freiem Auge kaum mehr sichtbar, 
wodurch man sich aber nicht vor der Weiterverarbeitung abschrecken zu 
lassen braucht. 


Von dem Auswaschen des Kaliumnatriumkobaltinitrit-niederschlages 
in Zentrifugenglischen mit Wasser, wie es Lebermann (10), Kramer- 
Tisdall u. a. beschreiben, und von der Entfernung der Waschflissigkeit 
mit einem Kapillarheber wurde Abstand genommen, einerseits, weil 
Verluste an Niederschlag beim AbreiBen des Kapillarfadens bei aller 
Geschicklichkeit wohl nur bei groBer Vorsicht und Ubung vermeidlich 
erscheinen, so daf ein quantitatives Auswaschen ohne Verluste auf diese 
Weise nicht gewahrleistet erscheint, abgesehen von dem groBen mit dem 
wiederholten Zentrifugieren und Abhebern verbundenen Zeitaufwand. 
Aus diesen Griinden habe ich die Abtrennung und Auswaschung des 
Niederschlages mittels Filtration durch einen Mikroporzellanfiltertiegel 
aus Berliner Porzellan, GréBe A 2 bis B 2 ausgefiihrt. AuBerdem habe 
ich festgestellt, daB das nach Kramer-Tisdall gefaillte Kaliumnatrium- 
kobaltinitrit in destilliertem Wasser von Zimmertemperatur, ja sogar 
von 0° beim quantitativen Auswaschen nicht unerheblich léslich ist. 
Der Beweis wurde in der Weise erbracht, daB die beim Waschen des 
Niederschlages gesammelten Waschwiisser am Wasserbad unter Zusatz 
von wenigen ‘Tropfen Chlorwasserstoffsiure eingedampft wurden, 
nach Aufnahme des Abdampfriickstandes mit Wasser und Zusatz von 
Natriumkobaltinitrit trat eine deutliche Kaliumfallung ein. Bei Ver- 
wendung von 5°,iger Kobaltnitratlésung als Waschmittel zeigte der 
Niederschlag eine viel geringere aber noch immer deutliche Léslichkeit. 
Am zweckmiBigsten erwies sich das Waschen mit 96°,igem Alkohol 
oder Aceton. 


Das Auswaschen des Niederschlages wird in der Weise vorgenommen, 
daB der am Boden des Proberéhrchens sich absetzende Niederschlag vor 
der Filtration aufgeschiittelt und der Inhalt des Réhrchens bei kleinen 
Fliissigkeitsquanten, wie es meistens der Fall ist, in einem Gu8 ohne An- 
wendung eines Glasstabes in den Filtertiegel gebracht wird. Nachdem die 
braune Fliissigkeit durchgesaugt wurde, wird das Proberéhrchen mit 
méglichst wenig destilliertem Wasser quantitativ ausgespiilt, wozu eine 
Spritzflasche mit sehr fein ausgezogener, schrig aufwarts gebogener Spitze 
gute Dienste leistet. Solange die Waschfliissigkeit noch gelb gefarbt ist, 
solange also noch Fallungsmittel vorhanden ist, besteht keine Gefahr der 
Auflésung des Niederschlages durch Wasser. Das Proberéhrchen wird nun 
mit 96°,igem Alkohol ausgespiilt und, um allenfalls noch der Wandung 
anhaftende Spuren des Niederschlages zu erfassen, mit wenigen Kubikzenti- 
metern destillierten Wassers erwarmt und fiir die spaétere Vereinigung mit 
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dem in Lésung gebrachten Niederschlag beiseite gestellt. Im Tiegel wird 
der Niederschlag mit 96°,igem Alkohol bis zur Nitritfreiheit gewaschen. 
Es ist zweckmaBig, nach ein- bis zweimaligem Waschen mit Alkohol die 
braunrot gefairbte Fliissigkeit aus der Saugflasche zu entfernen und die 
Saugflasche, Tulpe und die auBeren Tiegelwandungen mit Wasser abzu- 
spiilen, einerseits um ein Eindringen von nitrosen Gasen in das gleich zu 
erwahnende, am Tulpenansatzrohr befestigte Proberéhrchen zu verhindern, 
und andererseits um die Hauptmenge des Wasch- 
alkohols wieder zuriickgewinnen zu kénnen. Der 
Waschalkohol, dessen Nitritfreiheit in der Regel nach 
etwa fiinf- bis zehnmaligem Waschen erreicht wird, 
wird zur Priifung zweckmaBig in einem Proberéhrchen 
gesammelt, das an das Tulpenansatzrohr mit Hilfe 
eines durchbohrten und mit einem seitlichen Langs- 
schnitt versehenen Korkstépsels angeschlossen wird, 
wie die schematische Skizze Abb. 1 zeigt. Auf Nitrit 
wird gleichfalls mit der Rieglerschen Reaktion gepriift, 
indem man den Waschalkohol mit etwa dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt, etwa Il ccm Rieglersches 
Naphtholreagens und 2 bis 4 Tropfen konzentrierte 
Salzsiure hinzufiigt, durchschiittelt und = schlieBlich 
20 Tropfen konzentriertes Ammoniak zutropft. Falls 
noch Nitrit vorhanden, entsteht nach neuerlichem 
Durchschiitteln ein roter Farbton. Zum Vergleich 
kann man eine Blindprobe eines Alkoholwasser- 
gemisches benutzen. Sollte die Nitritreaktion im Waschalkohol hartnackig 
bestehen bleiben, kann man sich oft durch eine kurze Zwischenwaschung 
mit einigen Tropfen destillierten Wassers und sofortiges Nachwaschen mit 
Alkohol oder durch eine ein- bis zweimalige kurzdauernde Zwischenwaschung 
mit verdiinntem Alkohol helfen. 

















\ 





Abb. 1. 


Auflésung des Niederschlages. 

Die Beobachtung, daB das Kaliumnatriumkobaltinitrit sogar schon 
in kaltem Wasser teilweise léslich ist, fiihrte mich auf den Gedanken, 
den Niederschlag in heiBem Wasser zu lésen. Das in der Literatur 
als sehr schwer léslich beschriebene komplexe Salz lést sich in heibem 
Wasser von etwa 60 bis 70°C vollstandig auf. Diese Art der Lésung 
des K,NaCo(NO,),-Niederschlags ist neu. Bei der Auflésung des 
Kaliumnatriumkobaltinitrits in destilliertem Wasser am_ siedenden 
Wasserbad sind Verluste von Nitrit nicht zu befiirchten. Es wurde 
untersucht, ob durch Kochen einer wasserigen Lésung eine Verminderung 
des Nitritgehaltes feststellbar sei. Nach einer Kochdauer von 2 Minuten 
und sogar von 5 Minuten trat gegeniiber einer ungekochten Vergleichs- 
lésung gleichen Nitritgehaltes keine Verminderung ein, erst nach 
10 Minuten langem Kochen wurde eine Abnahme des Nitritgehaltes 
um 5%, festgestellt. 

Sobald der Waschalkohol véllig frei von Nitrit ist, wird der Filtertiegel 
aéuBerlich mit destilliertem Wasser abgespiilt und in ein kleines Becherglas 
gelegt, um mit einem méglichst geringen Wasserquantum den Tiegel voll- 
10* 
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standig bedecken zu kénnen. In das Becherglas wird dann zunachst der 
Inhalt des beiseite gestellten Proberéhrchens iibergefiihrt und dieses mit 
Wasser quantitativ ausgespult. Sodann erwaérmt man bis zur vé6lligen 
Auflésung des Niederschlages unter Bedeckung mit einem Uhrglas etwa 
20 Minuten am siedenden Wasserbad auf etwa 70° C, bei welcher Temperatur 
keine Verluste an salpetriger Séure zu befiirchten sind, und bringt schlieBlich 
die Lésung quantitativ, je nach der Menge des gelésten Niederschlages, durch 
einen groBen Trichter in einen PraézisionsmeBkolben von 25 bis 1000 cem 
Inhalt. Der Tiegel wird neuerdings nach Bedeckung mit destilliertem 
Wasser am siedenden Wasserbad oder iiber freier Flamme erwaérmt, um 
die letzten Spuren von Kaliumnatriumkobaltinitrit, die noch in dem 
porésen Tonfilter zuriickgehalten werden, in Lésung zu bringen. Dann wird 
der Inhalt des Becherglases mit der Hauptmenge im MeBkolben vereinigt. 
der Trichter quantitativ abgespilt und der Kolben nach dem Temperieren 
auf die Eichungstemperatur bis zur Marke aufgefiillt. 

Fiir Kaliumbestimmungen bis zu 2 y K verwendet man zum <Auf- 
fiillen 25- oder 50-cem-Prazisionskélbchen, von 2 bis 20 y K 100-cem-K6lb- 
chen, von 20 bis 250 » K 250-cem-Kolben, fiir gréBere Mengen 500- bis 
1000-cem-MeBkolben. Nunmehr ist die Lésung zur Nitritbestimmung 
nach Riegler bereit. 

Die Rieglersche Reaktion (8) in ihrer Anwendung zur Bestimmung 
des Nitritgehaltes stark verdiinnter Lésungen von K,NaCo(NO,)¢ 
erfordert folgende Reagenzien: 

1. Rieglers Naphtholreagens. 5g chemisch reines naphthionsaures 
Natrium und 2,5g /-Naphthol puriss. werden mit 500 ccm destilliertem 
Wasser kriaftig geschiittelt und die Lésung filtriert. Die fluoreszierende 
Lésung des Reagens ist im Dunkeln unverandert haltbar, im Tageslicht 
nimmt sie aliméhlich eine rose, Ténung an. 

2. Konzentrierte Chlorwasserstoffsiure in einem Tropfflaschchen. 

3. Konzentriertes Ammoniak in einem Tropffléschchen. 

4. Standardnitritlésung. 0,405¢ reines, iiber Schwefelséiure im 
Vakuum getrocknetes Silbernitrit werden in heiBem, destilliertem Wasser 
gelést, zur Ausfaillung des Silbers eine Lésung von reinem Natriumchlorid 
hinzugefiigt und nach dem Einstellen auf die erforderliche Temperatur 
in einem Prazisionskolben auf 1000 cem aufgefiillt. Nachdem sich das 
Silberchlorid abgesetzt hat, wird die klare Fliissigkeit in eine Vorrats- 
flasche dekantiert oder filtriert. 

Von dieser Urstandardlésung werden aus einer Priizisionsbiirette bei 
genauer Einhaltung der Temperatur 29,16 ccm in einen 1-Liter-Kolben 
gebracht und auf 1000 ccm aufgefiillt. 1 ccm dieser Standardlésung A 
enthalt 2.916 y N,O,, entsprechend 1 y Kalium, berechnet nach der Forme! 
K,NaCo(NO,),.. Durch weitere Verdiinnung von 100 ccm dieser Nitrit- 
lésung auf 1000 ccm stellt man sich eine Standardlésung B her, von der 
leem 0,1 y K entspricht. 

Zum kolorimetrischen Vergleich eignen sich Mengen, die 5 bis 100 y 
N,O, bzw. 2 bis 30 y K in Form von K,NaCo (NO,), enthalten bzw. ent- 
sprechen und nach Zusatz des Rieglerschen Reagens auf 100 ccm aufgefiillt 
werden. Kann man sich den ungefahren Nitrit- bzw. Kaliumgehalt der 
Lésung nicht berechnen. so iiberzeugt man sich durch einen Vorversuch 
von der GréBenordnung des Nitritgehaltes eines aliquoten Teiles der Lésung, 
weil die Konzentrationsverhaltnisse der Vergleichs- und der zu vergleichenden 
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Lésungen einander naheliegen sollen, um die MeBgenauigkeit beim Kolori- 
metrieren nicht einzuschréanken. Ist der zu erwartende Nitritgehalt der 
zu vergleichenden Lésung bei sehr geringen Kaliumfaéllungen kleiner als 
5 y N,Os, fiillt man in kleineren Kélbchen auf 25 oder 50 cem auf. Bei 
diesen sehr geringen Konzentrationen legt man als Vergleichsfliissigkeit 
eine geeignete Anzahl Kubikzentimeter der Nitritstandardlésung B vor. 
Die zu vergleichenden, in Prazisionskélbchen einpipettierten Lésungen 
fiillt man zunaéchst auf etwa vier Fiinftel des Kélbcheninhalts mit destil- 
liertem Wasser auf, fiigt 1 cem Rieglersches Naphtholreagens und 4 Tropfen 
konzentrierte Chlorwasserstoffsiure hinzu und schwenkt im Verlauf von 
1 bis 2 Minuten mehrmals um, sodann 1é8t man 20 Tropfen konzentriertes 
Ammoniak einflieBen, fiillt zur Marke auf, schiittelt durch und kolorimetriert. 

Die quantitative Bestimmung des Nitritgehaltes von  wiisserigen 
Lésungen gibt bet genauer Einhaltung der von Riegler gegebenen Vorschrift 
sehr gute Resultate. wie Boresch (11) erwaihnt, dem ich auch den Hinweis 
zur Anwendung dieser Reaktion fiir die Kalibestimmungsmethode ver- 
danke. Setzt man beispielsweise weniger oder mehr, bis 8 Tropfen Salzséure 
hinzu, so treten Fehler von — 3 bis + 2.5°, ein, geht man mit dem Ammo- 
niakzusatz auf 10 Tropfen herab oder bis auf 40 Tropfen hinauf, ergeben 
sich Fehler bis + 3°. 

Die wasserigen Lésungen des Kaliumnatriumkobaltinitrit-niederschlages 
diirfen nicht dem Sonnenlicht ausgesetzt werden, weil sonst Verminderungen 
des Nitritgehaltes (Photooxydation’) eintreten. Auch die nach Anstellung 
der Rieglerschen Reaktion gefarbten Lésungen miissen sorgfiltig vor 
direkter Sonnenbestrahlung geschiitzt werden, weil sonst leicht Farben- 
anderungen eintreten, im Dunkeln dagegen sind die Lésungen tagelang 
haltbar. 

Zusammensetzung des Kaliumnatriumkobaltinitrits. 


) ‘ 

Zum Beweis, daB die Zusammensetzung des durch Natrium- 
kobaltinitrit unter vorstehenden Bedingungen gefillten gelben Nieder- 
schlages der Formel K,NaCo(NO,), entspricht, sei an der Hand eines 
Beispiels (vgl. Analyse Nr. 22 der Beleganalysen) dargetan: Zur Analyse 
gelangte 1 ccm einer Kaliumchloridlésung, die 0,1 mg Kalium enthielt. 
Die Fallung wurde mit 1] ccm einer 10°,igen wasserigen Lésung des 
selbstgereinigten, doppelt gefallten Natriumkobaltinitrits vorgenommen. 
Nach dem Filtrieren und Auswaschen wurde der Niederschlag in Wasser 
gelést und die Lésung auf 250 ccm aufgefiillt. 25 ccm dieser Lésung, 
die 10 y K entsprechen sollten, wurden nach Anstellung der Rieglerschen 
Farbenreaktion mit einer Nitritlésung von 29,16 y N,O, (entsprechend 
10 y K) verglichen. Farbengleichheit wurde festgestellt, sobald beide 
Kolorimeterzeiger auf 100 standen. Daraus ergibt sich fiir die Kalium- 
natriumkobaltinitrit-lésung ein Nitritgehalt von 29,16 y, der aber nur 
dann 10 y K entspricht, wenn zur Grundlage der Berechnung die Forme! 
K,NaCo (NO,), gewahlt wird, wie aus Tabelle II, die die Nitritgehalte 
der verschiedenen Kaliumkobaltinitrite enthalt, hervorgeht. Wiirde 
der mittels Natriumkobaltinitrit gefallte Niederschlag, wie dies sogar 
noch in der neveren Literatur behauptet wird, der Formel K,Co(N O,), 
entsprechen, so wiirden die zum kolorimetrischen Vergleich verwendeten 
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Tabelle Il. 





Molekulargewicht | 1 Y a ee 08 y Bal 's ia 
Mau eke «6 « 6". « 452,33 1,9442 1,5 
Ewen... . 436,23 2'916 10 
KNa,Co(N0.),.. . .. 420.13 5,827 0.5 


29,16 y N,O, 15 y K entsprechen, so daB an Stelle der zur Bestimmung 
verwendeten 100 y K bei der quantitativen Bestimmung 150 y K hatten 
gefunden werden miissen. 


Untersuchung der Fdllungsgeschwindigkeit. 


Zum Zwecke der Feststellung, innerhalb welcher Zeit die Fallung des 
Kaliums quantitativ wird, wurde eine Reihe von Untersuchungen gemacht, 
von denen nur die wichtigsten angefiihrt sein mégen. Es wurde zundchst 
festgestellt, daB die Fallung bei Eiskiihlung am raschesten erfolgt und schon 
nach 4 Stunden vollstandig ist. Je 1 cem, enthaltend 50 y K, wurde mit 
0,5ceem einer 10°,igen Lésung von Natriumkobaltinitrit versetzt und der 
entstehende Niederschlag nach verschiedenen Zeiten filtriert, wobei sich 
die Zahlen der Tabelle III ergaben. 


Tabelle III. 





Mittel wert der ge- 


fillten Kalium- In %Jo 


der vorhandenen 


Fallungsdauer mengen in y aus 
zwei Parallel- Menge wurden 
bestimmungen | gefallt 
‘ 10 Minuten ; 24,50 49,0 
9 37,50 75,0 
30, 40,40 80,8 
2 Stunden 44.56 89,12 
reer 50,13 100,25 
Bu & 50,00 100,00 


Bei der Temperatur des flieBenden Wassers (am 30. Januar 1931 
bei 6,6°C) ergaben sich bei Faéllung mit 1 cem einer 10°,igen Lésung des 
Fallungsmittels die in Tabelle IV enthaltenen Zahlen. 


Tabelle IV. 





Mittelwert der 
Fallungsdauer in gefillten Kalium- | 
Stunden mengen in y aus zwei | 
Parallelbestimmungen | 


In % 9 der 
untersuchten Menge 
wurden gefillt 


1 35,5 71,0 
11), 36,38 72,76 
2 37,88 75,8 
3 40,0 80,0 
4 40,25 80,5 
5 42.63 85,3 
8 48,25 96.5 
9), 48,75 97,5 
10, 50.0 100.0 


11 50,25 100,5 
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Hier ist die Fallung erst nach 10 Stunden vollstandig, so daB am 
Abend angesetzte Fallungen am nachsten Morgen filtriert werden kénnen. 
Stellt man diese Ergebnisse graphisch dar, so ergeben sich die in Abb. 2 
dargestellten Kurven. 
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Abb. 2. 


Bei 20° C war die Fallung bei Anwendung von 4s cem 10°, igen Fallungs- 
mittels selbst nach 15 Stunden noch nicht quantitativ. 

Es wurde weiterhin untersucht, wie die Kaliumfallung durch Erhéohung 
der Konzentration des Fallungsmittels beeinfluBt wird. Als Fallungsmitte!l 
diente ein schon in schwacher Zersetzung befindliches Praparat. Je 1 cem 
Kaliumchloridlésung, das 100 y K enthielt, wurde mit 0,5 cem des in seiner 
Konzentration variierten Fallungsmittels versetzt und nach zweistiindigem 
Stehen unter Eiskiihlung auf die Menge des gefallten Kaliums untersucht. 
Die Ergebnisse enthalt Tabelle V. 


Tabelle V. 


— —- ____ 





Konzentration des Gefallte Menge K in °%» der 
Fallungsmittels vorhandenen Menge 
10° lg 49.0 
20 , 76.0 
om « 89.0 
40 , 99.5 
50 , 100.0 


Daraus ergibt sich, daB man durch die Erhéhung des Zusatzes an 
Fallungsmittel die zur quantitativen Fallung des Kaliums notwendige Zeit 
wesentlich abktirzen kann. 


Anwendungsbereich der Methode. 


Durch Auflésung von 1,9069 g reinstem, bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknetem Kaliumchlorid in 1000 ccm Wasser und entsprechende 
Verdiinnungen wurde eine Reihe von Kaliumsalzlésungen von bekanntem 
Gehalt hergestellt, die in 1 cem 1 bis 1000 y K enthielten. Die Fallung 
der zu den in Tabelle VI zusammengefaBten Beleganalysen benutzten 
Kaliumchloridlésungen wurde teils bei Eiskiihlung, teils bei einer 
Temperatur von 10 bis 12°C vorgenommen, die Untersuchung erfolgte 
nach 5 bis 12 Stunden. Als Fallungsmittel diente tiberall eine 10°, ige 
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Tabelle VI. 





Die Lisung 


Analysiert des Nieder- | ccm Stan- Analysen- 
wurde | Fallungs- | Fallungs- schlages | dardlisung : fehler in 
;, | leem KCl-| mittel in | temperatur) yy eet. | zum kolo- y %» der un- 
Nr. Lisung em wurde auf - Ver-| gefunden srsuchte 
ontialiend ee gefiillt auf = > 1 te — hte n 
VK oc a gleich | Menge 
1 1 0,5 10—12 50 10 B 0,995 — 0,5 
2 1 0.5 10—12 50 10B 1,0 0,0 
3 2 0,2 10—12 100 20B 2,03 1,5 
4 5 0,2 10—12 100 5A 5,13 2,6 
5 5 0,5 10—12 109 5A 5,15 3,0 
6 5 0,2 10—12 109 20 B 4,98 — 0,5 
7 15 0,5 0 110 15 A 15,46 3,0 
8 15 0,5 0 110 15 A 15,07 0,5 
9 15 0,5 0 110 15 A 15,31 2,0 
10 15 0,5 10—12 110 15A 15,0 0,0 
11 15 0,5 10—12 110 15A 14,55 — 3,0 
12 15 0,25 10—12 250 45B 15,3 2,0 
13 | 20 0,5 10—12 | 250 49B 1960 | — 2,0 
14 20 0,5 10—12 250 40 B 20,41 2,0 
15 20 0,75 0 250 40 B 20,62 3.1 
16 25 0,5 0 250 5A 25,03 | 0.1 
17 50 0,5 10—12 250 LOA 51,02 | 2,0 
18 50 0,5 0 250 10 A 50,15 03 
19 50 0,5 0 250 10 A 50,4 0,8 
20 70 0,5 0 250 15A 70,21 0,3 
21 70 0,5 0 250 15 A 71,26 1,8 
22 100 1,0 0 250 10 A 100,0 0,0 
23 100 1,0 0 250 10 A 101,0 1,0 
, 24 100 1,0 0 250) 10A — 100,0 0,0 
25 100 10 %) 10—12 250 10 A 109,0 0,0 
26 100 1,0 10—12 259 10 A 101,5 1,5 
27 200 2,0 0 250 20 A 204,1 2,0 
28 225 2,5 0 500 11,254  231,7 3,0 
29 250 2,5 10—12 500 25 A 252,0 0,8 
30 250 2.5 10—12 509 254A 249,0 — 0,4 
31 250 2.5 0 590 25 A 253,8 1,5 
32. 500 5,0 10—12 1900 25 A 02,5 0,5 
33 500 5,0 10—12 | 1000 25 A 497,5 — 0,5 
34 1000 5,0 10—12 | 1000 25 A 970,0 — 3,0 


Lésung des nach obiger Vorschrift hergestellten Natriumkobaltinitrits. 
Zum Kolorimetrieren diente ein Duboscqsches Kolorimeter. 

Die Fehler bewegen sich, wie ersichtlich, zwischen —- 3°, der unter- 
suchten Menge. 


Zur Bestimmung des Kaliums in Gegenwart von Ammoniak und anderen Stoffen. 


Bei Gegenwart von Ammoniumsalzen ist die Fallung des Kaliums 
mit Natriumkobaltinitrit nicht ohne weiteres  ausfiihrbar, weil 
Ammoniumsalze ebenfalls eine gelbe Fallung geben, deren Zusammen- 
setzung unter den oben geschilderten Versuchsbedingungen nicht analog 
der Kaliumsalzfallung ist. Nach meinen Untersuchungen lieB die Be- 
stimmung des Nitritgehaltes der bei der Fallung reiner Ammoniumsalze 
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mit Natriumkobaltinitrit entstehenden Niederschlage darauf schlieBen, 
daB sich Kobaltiake bilden. 

Um das Kalium in ammoniumsalzhaltigen Lésungen bestimmen 
zu kénnen, ist es nétig, das Ammoniak zu entfernen. Dies geschieht 
in der Weise, daB der mit einem Tropfen einer 0,3°,igen wasserigen 
Lésung von m-Nitrophenol versetzten Lésung in den zur Fallung 
bestimmten Proberéhrchen je nach dem Ammoniumgehalt wenige 
Tropfen einer vollkommen kaliumjreien n/10 Natronlauge zugesetzt 
werden und das Ammoniak durch Einstellung der Proberéhrchen 
in ein siedendes Wasserbad ausgetrieben wird. Bei Gegenwart von 
100 y NHg geniigen 2 bis 3 Tropfen n/10 NaOH iiber den Neutrali- 
sationspunkt. Sobald etwa zwei Drittel des Fliissigkeitsvolumens 
verdampft sind, ist das Ammoniak quantitativ ausgetrieben [im Gegen- 
satz zu den Angaben von Cronheim (12), der schon nach 2 bis 3 Minuten 
bei Harnuntersuchungen Ammoniakfreiheit feststellte], wovon man 
sich in einem Parallelversuch mit Nesslers Reagens iiberzeugen kann. 
Die eingeengte ammoniakfreie Probe wird in kaltem Wasser abgekiihlt 
und die iiberschiissige Natronlauge mit wenigen Tropfen n/50 Schwefel- 









. 


as 7 ° ° y ° " ‘ 
siure neutralisiert. Ein ganz geringer UCherschuB an freier Schwefelsaure 
beeintrachtigt die Reaktion nicht. 











Zur Fallung wurden je 0,5 ccm einer 20 °,igen Natriumkobaltinitrit- 
lésung verwendet, und die wasserige Lésung des gefallten Kalium- 
natriumkobaltinitrits wurde auf je 250 ccm aufgefillt. Die Beley- 
analysen bringt Tabelle VII. 













Tabelle VII. 








Kaliumgehalt Ammonium- Analysenfehler 





der zur gehalt der zur) ow Fallungs- : 
; 3 Tropfen : : yA in %/, der 
Nr Analyse ver- Analyse ver- ; temperatur ? 
. ° = . S . t ia) re » rhe > » 
wendeten wendeten mOn eee = — . 





Lisung in 7 Lisung in } oC 











100 50 n/10 0 99,0 —1,0 
100 100 n/10 0) 100.0 0,0 
100 100 n/1 0 99.5 — 0,5 
100 100 n/10 0 100.0 0.0 
100 100 n/10 0 101.5 1,5 






ore COD 









AuBer dem Kalium- und Ammoniumion geben auch Rubidium- 
und Casiumsalze mit Natriumkobaltinitrit Fallungen. Beide Reaktionen 
erscheinen zu einer quantitativen Bestimmung kleinster Mengen Rb 
und Cs analog wie K ausbaufahig. 






Das Bariumion gibt ebenfalls eine Fallung mit Natriumkobalti- 
nitrit, waihrend Curtmann (13) eine gegenteilige Angabe macht. Mit 
einer frisch bereiteten Lésung von Natriumkobaltinitrit tritt sofort 
eine Triibung und im Verlauf weniger Minuten eine deutliche Fallung 
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ein, wahrend mit einer einige Tage alten Lésung des Fallungsmittels 
die Fallung erst nach langerer Zeit eintritt. Calcium- und Strontium. 
jonen geben keine Fallung. Silber- und Bleisalze geben ebenfalls eine 
Fallung, aus Mercurosalzlésungen wird metallisches Quecksilber aus- 
geschieden. Gestért wird die Reaktion auf Kalium weiterhin durch 
die Gegenwart groBer Mengen Phosphorsiure. 

Kinem Geiibten ist es méglich, nach dieser Methode an 20 Be- 
stimmungen im Tage auszufiihren, wenn die Fallungen am Abend vorher 
angesetzt und zwei Proben gleichzeitig aufgearbeitet werden. 

Die Anwendbarkeit der Methode in der Agrikulturchemie zur Be- 
stimmung des Kaliums in Naéhrlésungen, in der Wasseranalyse, in der 
Diingemittelkontrolle (40 °,iges Kalisalz, Kainit usw.) in Bodenextrakten, 
in der Pflanzenasche, wird demnachst an anderer Stelle dargetan. 

Vorliegende Arbeit wurde an der Lehrkanzel fiir Agrikulturchemie 
der Deutschen Technischen Hochschule Prag, Landwirtschaftliche Ab- 
teilung in Tetschen-Liebwerd, ausgefiihrt. Es gereicht mir zur besonderen 
Ehre, meinem hochverehrten Chef, Herrn Prof. Dr. Karl Boresch fiir die 


vielseitigen Anregungen zu dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank ab- 
zustatten. 


Arbeitsvorschrift. 


Aus den beschriebenen Untersuchungen ergibt sich nachstehende 
kurz dargestellte Arbeitsyorschiift: 1 ccm einer neutralen oder ganz 
schwach sauren Lésung eines Kaliumsalzes, enthaltend 1 bis 1000 y K, 
wird in einem Proberéhrchen fiir je 100 y K mit 1 ccm einer frisch 
bereiteten 10° igen Lésung von rein dargestelltem, vollstandig ent- 
wassertem Natriumkobaltinitrit versetzt und die Fiallung bei Eis- 
kiihlung etwa 5 Stunden oder bei der Temperatur des flieBenden Wassers 
iiber Nacht stehengelassen. Der entstandene WNiederschlag von 
K,NaCo (NO,), wird in einen Mikroporzellanfiltertiegel iibertragen 
und, vom iiherschiissigen Fallungsmittel abfiltriert. Das Proberéhrchen 
wird mit méglichst wenig destilliertem Wasser und anschlieBend wieder- 
holt mit Alkohol ausgespiilt und die Spiilfliissigkeit zur Waschung 
des Niederschlags auf dem Filtertiegel verwendet. Allenfalls noch der 
Wandung des Proberéhrchens anhaftende Spuren der Kaliumfallung 
werden durch Erwairmen mit einigen Kubikzentimetern Wasser gelést 
und beiseite gestellt. Der Niederschlag auf dem Filtertiegel wird mit 
96°,igem Alkohol bis zur Nitritfreiheit gewaschen, die mittels der 
Rieglerschen Reaktion festgestellt wird. Sodann wird der auBen mit 
destilliertem Wasser abgespiilte Tiegel mit dem Niederschlag in ein 
méglichst kleines Becherglas gebracht, der Inhalt des beiseite ge- 
stellten Proberéhrchens dazugetan und Wasser bis zur Bedeckung 
des Tiegels hinzugefiigt. Nach Auflésen des Niederschlages auf dem 
siedenden Wasserbad wird die Lésung durch einen gréBeren Trichter 
in einen PrazisionsmeBkolben iibergefiihrt und die Auslaugung des Tiegels 
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mit warmem Wasser wiederholt. Nach dem Abkihlen wird bis zur Marke 
aufgefiillt. Ein aliquoter Teil der Lésung wird in einem 100-cem- 





Kélbchen mit Wasser auf etwa 80 ccm verdiinnt, mit 1 cem Rieglerschem 
Naphtholreagens, 4 Tropfen konzentrierter Salzsiure und nach_ voll- 
endeter Diazotierung mit 20 Tropfen konzentriertem Ammoniak 
versetzt, auf 100 aufgefiillt und mit einer gleichbehandelten Natrium- 
nitritlésung im Kolorimeter verglichen. Diese Standardlésung enthalt 
zweckmabig in 1 Liter 2,916 mg N,O,, so daB die in 1 com enthaltene 
Nitritmenge ] y K entspricht. 


Zusammenfassung. 
Die vorliegende Methode kniipft an die Versuche an, das Kalium 
aus dem Nitritgehalt des Kaliumnatiriumkobaltinitrits zu bestimmen. 
Es gelang, durch vollstindige Entwasserung des selbst hergestellten 





Pi Na,Co (NO,), ein haltbares Fallungsmittel zu erlangen, dessen Ver- 
{ wendung unter den angefiihrten Bedingungen zu Niederschligen 
konstanter Zusammensetzung [K,NaCo(NQO,),| fiihrte. An Stelle 
des meistens verwendeten Zentrifugierens dient zur Abtrennung und 
Waschung des Niederschlages besser die Filtration durch einen Porzellan- 
filtertiegel. Ebenfalls neu ist die Auflésung der Kaliumfallung in warmem 
Wasser. Bei der sich anschlieBenden Nitritbestimmung nach Riegler 
ist in den angegebenen Verdiinnungen ein stérendes Ausfallen von 
Kobalthydroxyd rmicht zu befiirchten. Die Methode ist im [ntervall 
von | bis 1000» K pro leem erprobt, am zweckmabigsten arbeitet 
man in Verdiinnungen von 25 bis 250 y K pro leem. Natriumkobalt- 
nitrit gibt auBer mit Kalium auch noch mit anderen Stoffen Nieder- 


> 
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schlage. 
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Untersuchungen iiber den Jodstoffwechsel 


normaler und thyreoidektomierter Ziegen bei Jodkali- 


eee 


und Pflanzenjodfiitterung. 


Von 


Hans Courth. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule, 
Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Frage des Vorkommens von Jod im Organismus, sowie seine 
Speicherung in den einzelnen Organen nach Zufuhr der verschiedensten 
Jodverbindungen und deren biologische Bedeutung bildete in den 
letzten Jahren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Unter anderem 
wurde auch von den verschiedensten Forschern der EinfluB des Jods 
auf Milchertrag und Milchzusammensetzung [(1) (2) (3) (4)] naher 
zu ergriinden versucht. Stoffwechselversuche jedoch, die uns Auf- 
klarung tiber den Verbleib des zugefiihrten Jods, d. h. die prozentuale 
Verteilung in den einzelnen Stoffwechselprodukten geben, stehen nur 
vereinzelt da [(5) (6)]. 

Stoffwechselversuche aber, die uns Auskunft dariiber geben, 
wie sich bei milchenden Tieren Pflanzen- und anorganisches Jod in 
ihrer Gesamtausscheidung gegeneinander verhalten, und innerhalb 
welcher Zeit der Jodspiegel nach Beendigung der Jodzufuhr wieder 
seinen normalen Wert erreicht, ferner welche Bedeutung der Schilddriise 
hierbei zukommt, d.h. ob dabei ein Unterschied zwischen normalen 
und thyreoidektomierten Tieren besteht, liegen meines Wissens nicht 
vor. Hieriiber Aufklarung zu erlangen, war der Grundgedanke nach- 
stehender Versuche, die ich auf Anregung und unter Leitung von 
Prof. Klein durchfiihrte. 
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Versuchsanordnung, 


Da es bei den Versuchen auch auf eine mdglichst quantitative 


Trennung von Harn und Kot ankam und uns die hierfiir gebrauchlichen 
Kinrichtungen zur getrennten Auffangung derselben fiir unsere Versuche 
nicht geeignet erschienen, wurde von Prof. Alein ein Stoffwechselkafig 
aus Holz fiir kleine weibliche Wiederkaiuer konstruiert, der sich in den 
Versuchen gut bewahrte. 

Abb. 1 stellt den Stoffwechselkafig im Schnitt dar. Ein 68 em hoher, 
96cm langer und 40cm breiter Kasten steht auf einem 50 ¢m_ hohen 
Gestell, dessen Eckpfosten gleichzeitig die des Versuchskéfigs bilden. Die 
GréBenanordnung der einzelnen Mabe entsprach voll und ganz den GréBen- 
verhaltnissen der Versuchstiere. wobei noch ein beschranktes Vor- und 
Riickwartsgehen, wie auch ein Sichniedertun médglich war. Die vordere 



































Abb. 1. 


Seite des Kafigs. welche zum Ein- und Ausstallen der Versuchstiere heraus- 
nehmbar ist. wurde nur bis zur ungefahren halben HOhe durchgefiihrt und 
wahrend des Versuchs mit geeigneter Vorrichtung an den Kiafig befestigt. 
An ihr ist nach auBen ein geraumiger Futtertrog aus Zinkblech angebracht. 
Damit die Tiere beim Fressen kein Futter tiber den Trog hinwegschleudern 
und nicht versuchen, iiber denselben aus dem Kafig zu entkommen, ist 
iiber ihm nach drei Seiten ein stabiles, engmaschiges Drahtnetz angebracht . 
Das eventuell beim Zuriickgehen des Tieres wahrend des Fressens mit in 
den Kafig geholte und dort auf den Boden fallende Futter fallt durch einen 
Stangenrost (c) in den herausnehmbaren Futtersammelkasten (6) und 
kann dann wieder unbeschadet in den Futtertrog (a) gegeben werden. 
Durch diese Einrichtung soll ein quantitativer Futterverzehr ermdéglicht 
und verhindert werden, da®B ein Teil der Futterration zu Boden fallt, dort 
verunreinigt wird und nachher vielleicht noch im Kotkasten erscheint. 
Von der Mitte an ist der Kafig, sowohl an den Seiten als auch an der Ruck- 
wand und am Boden, bis zum zweiten Stangenrost (¢) mit Zinkblech (4) 
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beschlagen, um ein sofortiges, verlustloses Sammeln und Ablaufen des 
Harns zu ermdéglichen. Unter diesem Stangenrost (c) befindet sich in der 
Breite des Kafigs ein engmaschiges, nach der Mitte zu etwas eingebogenes, 
nach hinten halbkreisf6rmig abgerundetes Drahtsieb, dessen Maschen 
in einem Winkel von 45° zu dem Stangenrost verlaufen. Dieses Drahtnetz 
ist von einem Harnsammeltrichter (¢) aus Zinkblech umkleidet, der vorn 
und an den beiden Seitenwanden vom Boden des Kafigs herunterfiihrt und 
hinten auf der gleichen Héhe wie das Drahtsieb, in '4 em Abstand von 
demselben, beginnt. Dieser Abstand von !. em zwischen Drahtsieb und 
Harnsammler ist deshalb so gewahlt, damit auch der an den einzelnen 
Drahten entlang laufende Harn noch in den Harnsammler tropft. Gegen- 
iiber dem Drahtnetz ist an der Riickseite des Kafigs noch ein nach vorn 
halbkreisférmig abgerundeter Harn- und Kotzubringer (¢) angebracht. 





Abb. 2. 


Abb. 2 14Bt uns diese Ejinzelheiten naher erkennen. Durch diese 
praktische Einrichtung von Drahtsieb und Harnsammler, sowie Harn- 
und Kotzubringer ist mithin sowohl ein sofortiges, quantitatives Sammeln 
als auch Trennen von Harn und Kot ermdéglicht; denn Harn und Kot 
fallen nach dem Entleeren durch den Stangenrost entweder sofort auf das 
Drahtsieb oder werden ihm indirekt durch den Zubringer zugeleitet. Durch 
das Drahtsieb flieBt der Harn iiber den Harnsammler in die darunter- 
stehende Harnflasche, wahrend der Kot bei normaler Konsistenz iiber das 
Drahtgitter in den Kotkasten rollt. Auf der Melkseite des Tieres ist in der 
hinteren Halfte des Kafigs auf halber Héhe ein Tiirchen angebracht, wodurch 
ein leichtes Melken erméglicht wird. 
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Zur Durchfiihrung der Versuche standen mir zwei gesunde, ungefahr 
gleichaltrige Ziegen hiesiger Gegend zur Verfiigung. Ziege Nr. | 
normal — war eine 4 Jahre alte, 45 kg schwere, deutsche Saanenziege 
und war seit 1. April 1929 melk. Versuchsziege Nr. 8, eine 5 Jahre alte, 
38 kg schwere Gebirgsziege, war am 27. Mai 1929, d.h. 27 Tage ante 
partum, heidseitig thyreoidektomiert worden und hatte am 23. Juni 1929 
gelammt. In der 2,89g schweren Schilddriise waren insgesamt 
436 y J, was einem relativen Jodgehalt von 151 y pro Gramm frische 
Driise entspricht. Vor den Versuchen hatten beide Ziegen langere Zeit 
das gleiche Futter, welches sie auch wahrend der Versuche erhielten, 
bestehend aus | kg Heu in gehackselter Form, 150 g Hafer, 150 g Gerste, 
250 g Kartoffelflocken und 100g Sojaschrot, taglich erhalten. Diese 
Futterration entsprach in ihrer Zusammensetzung dem Nahrstoff- 
bediirfnis fiir die entfallende Milchmenge voll und ganz. Neben diesem 
Grundfutter wurde den Tieren wahrend der Jodperiode taglich um die 
gleiche Zeit 10000 y Jod mit der Schlundsonde verabreicht. Das Jod 
erhielten sie in Form von K J-Lésung und jodierten Radieschenblattern, 
welche pro Gramm Trockensubstanz 1319 yJ_ enthielten. Diese 
Pflanzenjodide waren in entsprechender Weise gewonnen, wie sie 
Pfeiffer und Courth bereits in ihren Jodierungsversuchen (8) beschrieben 
haben. 

5 bis 6 Tage vor Beginn der Versuche wurden die Tiere in den 
Kafig eingestallt, damit sie sich an ihn gew6hnten und wahrend der 
ersten Tage ‘nicht Milch und Harn verhielten. Am Morgen des ersten 
Versuchstages wurde das Tier noch einmal aus dem Kafig herausgeholt, 
derselbe mit Wasser griindlichst gereinigt und das Tier wieder eingestallt. 

Die eigentliche Versuchsperiode bestand aus einer dreitagigen 
Vorperiode, einer viertagigen Jod- und einer achttagigen Nachperiode. 
Wahrend dieser Zeit wurden die Tiere genau wie vorher zweimal taglich 
gemolken und Harn und Kot immer um die gleiche Zeit weggenommen, 
nachdem vorher die mit Blech beschlagenen Teile des Kafigs — soweit 
dorthin Harn verspritzt sein kénnte — mit destilliertem Wasser nach- 
gewaschen waren. Die Harnflasche war wahrend der Versuche mit einigen 
Tropfen Pottasche versetzt. Von Milch und Harn wurden taglich 
aliquote Teile nach der sauren Verbrennungsmethode von Pfeiffer (7) 
aufgeschlossen und der Jodgehalt kolorimetrisch und _ titrimetrisch 
bestimmt. Bei der Kotuntersuchung bediente ich mich der Fellen- 
bergschen Methode. Wahrend der Jodkaliversuche wurde der Kot 
taglich untersucht; wahrend beim Pflanzenjodstoffwechsel Durch- 
schnittswerte der einzelnen Perioden dadurch gewonnen wurden, dab 
taglich ein bestimmter prozentualer Anteil des Gesamtkotes unter 
K,CO,-Zusatz getrocknet und hierin dann nachher der Jodgehalt 
festgestellt wurde. 
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Versuchsergebnisse. 
I. Versuche bei Zufiitterung von 10000 y Jod in Form von Jodkali. 
a) bei einer normalen Ziege. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse des in der Zeit vom 2. bis 16. August 
1929 durchgefiihrten Versuchs wiedergegeben. Wahrend der Vor- 
periode ist die durchschnittliche tagliche Jodausscheidung eine minimale. 
Der Jodgehalt der Milch betragt nur noch 0,96 y-°,. 
Jodausscheidung finden wir mit 21 y im Harn, wahrend im Kot nur 

g ? 
3 y erscheinen. 


Die gréBte tagliche 


Tabelle I. 


Jodstoffwechsel einer normalen Ziege bei einer viertagigen Jodkalifiitterung. 





Jodausscheidung 


7" Jod- . Relat. Ins- 
lag wo Mileh- Jod- Jod- Re 
gabe —menge —_gehalt | gehalt | Harn | Kot | Sesame 
1929 7 cem ’ y-°lo } ’ 7 
Vorperiode 2.—4. VIL. 850 8 0,9 21 3 32 


5. VIII. 10000 710 812 1140 144 42 998 
6. VUL 10000 1010 3673 | 363.0 586 64 4323 


Jodperiode 7. VIII. 10000 1020 5117! 501.0 977 74 6168 
8. VIII. 10000 1080 6029 558,0 2174 128 8331 

9. VIII. — 9509 2143 | 225.0 2258 195 4596 

10. VILL. — 1080 1466! 135,0 1968 195 3629 

11. VIII. _ 930 776 83,0 694 134 1604 

a 12. VIII. — 1000 688 | 69,0 364 134 1186 
Nachperiode 13. VIII. — 900 911 23.0 | 284 51 546 
14. VIIL. inn 940 137 140 97 51 285 

15. VIII. os 800 1145 120 57. 14 186 

16. VIL. sa 700 98| 120 384) 18) 145 

Insgesamt: 40000 21 265 9637 1095 31 997 


In der Jodperiode tritt nun sofort eine starke Steigerung des Milch- 
jodgehalts ein, welche am 4. Tage einen Wert von 558 y-°,, erreicht, um 
dann allmahlich wieder zu fallen. Bei Harn und Kot halt die Steigerung 
bis zum 5. Tage an, um dann ebenfalls wieder nachzulassen. Die Gesamt- 
jodausscheidung erreicht am 4. Tage mit 8331 y ihren héchsten Wert. 

Die in der Zeit vom 5. bis 16. August mit Milch, Harn und Kot 
ausgeschiedene Gesamtjodmenge von 31997 y entspricht 79,99°, des 
zugefiitterten Jods. Von diesen 79,99°, entfallen auf die Milch mit 
21265 y 53,16°,. auf den Harn mit 9637 y 24,09°, und auf Kot mit 
1095 y 2,74°,. Mithin wurden bei diesem Versuchstier iiber die Halfte 
des verabreichten Jods innerhalb 12 Tagen mit der Milch wieder aus- 
geschieden, waihrend der prozentuale Anteil des im Harn erscheinenden 
Jods nur ungefaihr 25°, ausmacht und die im Kot erscheinende Menge 
gegeniiber dem anderen verschwindend gering ist. 
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Was nun den prozentualen Anteil der innerhalb der viertagigen 
Jodperiode ausgeschiedenen Jodmenge am  Gesamtjodstoffwechsel 
anbetrifft, so haben wir in dieser Zeit mit 19820 y 61,36°,, der insgesamt 
wieder ausgeschiedenen und 49,54°, der verabreichten Jodmenge 
wiedergefunden. Von diesen 49,54°, 


-- 0 


9,7°, im Harn und 0,77°,, im Kot. 


, waren 39,07°, in der Milch, 


b) Bei einer thyreoidektomierten Ziege. 

Tabelle I] zeigt die Ergebnisse des gleichen Versuchs bei einer 
schilddriisenlosen Ziege, durchgefiihrt vom 15. bis 29. September 1929. 
Die Werte der Vorperiode liegen noch bedeutend niedriger als bei der 
normalen Ziege; denn in der Milch waren nur noch Spuren Jod, ebenso 
liegt der durchschnittliche Harnjodwert niedriger. 


Tabelle Il. 
Jodstoffwechsel einer thyreopriven Ziege bei einer viertagigen Jodkali- 
fiitterung. 





Jodausscheidung 


Jod- pei Relat. Ins- 

Tag Milch- Jod- 73 Bass 

7 gabe aan gehalt cobalt Harn | Kot &esamt 
1929 } cem 7 7-%/o ? ’ 

Vorperiode 15.—17. IX. 830 =Spuren - 5; 2 7 
18. LX. 10000 890 1531 172 , 344 19 1894 
—as | 19. IX. 10000 1010 4490 444 ' 988 71 5549 
— | 20.IX. 10000 1110-9036 814-2794 106 11 936 
21. IX. 10000 1180 7624 646 3988 124 11 736 
22. IX. _ 1160 2250 194 1782 83 4115 
238. IX. -~ 1600 218 13.6 231 43 492 
24. IX. - 1160 96 8,2 81 41 218 
i ii 25. IX. - 1290 272.0 32 23 82 
Nachperiode 26. 1X. — | 1178 30 25 = —é‘28 
27. IX. _ 1360 19 1,4 -18| 18 45 
28. IX. _ 1225 7 0,6 10 4 21 
29. IX. — 1160 6 0,5 9 2 17 
Insgesamt: 40 000 25 334 10300 549 36183 


In der Jodperiode setzt die Jodausscheidung ebenso schnell, 
jedoch in verstarkterem MaBe ein als bei der normalen Ziege, um dann 
auch wieder schneller nachzulassen. Der Milchjodspiegel erreicht 
am 3. Tage einen Wert von 814 y-°, und hat 3 Tage spater, d. h. 2 Tage 
nach Beendigung der Jodzufuhr, nur noch einen Wert von 13,6 y-°,. 
Ein ebenso schnelles Steigen und Fallen der Jodausscheidung beob- 
achten wir beim Harn. Die tagliche Gesamtjodausscheidung erreicht 
mit 11936 y am 3. Tage der Jodperiode ihren héchsten Wert, wobei 
jedoch zwischen ihm und dem nachstfolgenden Tage nur ein Unterschied 
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von 200 y besteht, was bei der groBen Jodmenge woh! kaum in die Wag- 
schale fallt. Die im Kot erscheinende Jodmenge ist auch in diesem 
Versuch verschwindend gering. 

Innerhalb der achttagigen Nachperiode ist die Gesamtjodaus- 
scheidung schon fast wieder ganz auf den Wert der Vorperiode gesunken, 
wobei nur noch die Milch einen gegeniiber der Norm erhohten 
Jodgehalt aufweist. 

Die in der Haupt- und Nachperiode wiedergefundenen 36183 y 
entsprechen 90,46°, des verabreichten Jods. Hiervon erschienen in 
der Milch 25334 y = 63,33°,, im Harn 10300 y = 25,75°, und im 
Kot 549 7 = 1,38°,. Von den insgesamt wiedergefundenen 36183 y 
waren innerhalb der ersten 4 Tage schon 31115 y nachgewiesen. Diese 
31115 y entsprechen 77,7°, des verabreichten oder 85,99°,, des inner- 
halb der 12 Tage schon wieder ausgeschiedenen Jods. Die 77,7°,, ver- 
teilen sich zu 56,45°,, auf die Milch, 20,26°, auf den Harn und 0,8°,, 
auf den Kot. 


II. Versuche bei einer viertagigen Zufiitterung von 9933 y Jod taglich in Form 
von jodierten Radieschenblattern. 
a) Bei einer normalen Ziege. 

Dieselbe Ziege, welche vom 5. bis 16. August 1929 im Jodkali- 
stoffwechselversuch gestanden hatte, wurde nach einem Zwischenraum 
von 2 Monaten auch zu einem Pflanzenjodstoffwechselversuch, der 
vom 13. bis 27. September dauerte, herangezogen, dessn Werte in 
Tabelle 111 wiedergegeben sind. 

Tabelle III. Jodstoffwechsel einer normalen Ziege bei einer viertagigen 
Pflanzenjodfiitterung. 








Jodausscheidung Ins- 

Tag Jodgabe |"Wiich-|. | Relativer | | __. |/auit Mileh 
menge Jodgehalt Jodgehalt Harn Kot | und Harn 

1929 4 ecm 7 ¥~°lo 4 Y 7 
Vor- \13,-15. IX. 540 65 12 9° 2 155 

periode | 

| 16. IX. 9933 590 1437,0 240,0 2 121 | 3 558,0 
Jod- ae. Ba 9933 530 1816,0 342.0 2 883 231 4 699,0 
periode | 18. IX. 9933 610 4230.0 693.5 3 437 | i 7 667,0 
19. IX. 9933 620  5332,0 863,0 4 368 9 700.0 
20. IX. — 640 1557,0 243,3 2172 3 429.0 
21. TX. -- 670 884.0  132,0 1 202 2 086,0 
22. IX. — 600 161.0 27,4 274 435,0 
Nach- 23. IX. ae 570 62,0 10,9 186 168 248,0 
periode 24. IX. —_ 590 23,0 39 152 175.0 
25. IX. — 590 14,0 2,3 72 86,0 
26. IX. — 650 15,0 2.0 42 57,0 
27. IX. — 600 10,0 7 27 37,0 








Insgesamt: 39732 15 541.0 16936 399 32 477.0 
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Wie aus Tabelle III ersichtlich, sind die Jodwerte der Vorperiode 
ungefahr gleich denen der Vorperiode des Jodkalistoffwechsels, so dab 
keine Befiirchtungen mehr zu bestehen brauchen, daB noch nennens- 
werte Jodmengen aus dem _ Jodkalistoffwechselversuch bei diesem 
Versuch mit auftreten und dadurch die erscheinenden Jodwerte beein- 
trachtigen kénnten. 


Auch hier erscheinen am 1. Tage nach der Zugabe betrachtliche 
Mengen Jod in Milch und Harn, welche am 4. Tage ihre héchsten Werte 
erreichen, um dann wieder geringer zu werden. Ebenso erreicht die 
tagliche Gesamtjodausscheidung mit 9700 y am 4. Tage ihren Héhe- 
punkt. 

Die in der Zeit vom 16. bis 27. ausgeschiedenen 32870 y_ ent- 
sprechen 82,6°% des verabreichten Jods, wovon auf die Milch mit 
15541 y 39°, auf den Harn mit 16936 y 42,6°, und auf den Kot 
mit 399 y 1% entfallen. Schon innerhalb der Jodperiode erschienen 
in Milch, Harn und Kot insgesamt wieder 25855 y. Diese 25855 y 
entsprechen 78,6°, des insgesamt innerhalb von 12 Tagen mit Milch, 
Harn und Kot wieder ausgeschiedenen und 65,0°,, des verabreichten 
Jods. Von diesen 65°, waren in der Milch 32,26%,. im Harn 32,16°, 
im Kot 0,58°%,. 


b) Bei einer thyreoidektomierten Ziege. 


Aus den gleichen Erwagungen wie in Versuch 3 Konnte auch hier 
die in Versuch 2 benutzte Ziege zum Pflanzenjodstoffwechsel heran- 
gezogen werden. Derselbe begann 35 Tage nach Beendigung des Jod- 
kaliversuchs und dauerte vom 3. bis 17. November. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in Tabelle IV wiedergegeben. 


Ebenso wie bei den anderen Versuchen beginnt auch hier am ersten 
Tage nach der Jodzufiitterung eine starke Jodausscheidung mit Milch, 
Harn und Kot, die ungefaihr in dem gleichen Rhythmus verlauft wie bei 
den anderen Versuchen. 

Die innerhalb der zwélftagigen Versuchsperiode wiedergefundene 
Jodmenge von 36190 y entspricht 91.4°,, der verabreichten Jodmenge. 
Von diesen 91,4°,, waren mit 18674 y 47,2°, in der Milch, mit 16991 y 
42°, im Harn und mit 825 y 2,2°, im Kot. Berechnet man den prozen- 
tualen Anteil der Jodausscheidung innerhalb der ersten 4’'Tage am 
Gesamtjodstoffwechsel, so ergibt sich, daB wahrend dieser Zeit mit 
30235 y schon 85,55°%, der insgesamt ausgeschiedenen und 76,1°,, des 


zugefiihrten Jods wieder nachgewiesen werden konnten. Von diesen 
76,1 °%, erschienen in der Milch mit 14823 y 37.3°,, im Harn mit 14810 y 
37,28°, und im Kote mit 602 y 1,48°,. 


* 
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Tabelle IV. 
Jodstoffwechsel einer thyreopriven Ziege bei einer viertaégigen Pflanzenjod- 
fiitterung. 














Jodausscheidung Ins- 
Tag Jodgabe | Milch- Relativer | ~~ anit Mileh 
menge |JOdgehalt Jodgehalt | Harn Kot und Harn 
1929 7 ecm 7 y-%o 06 CO] 7 7 

Vor- i 85. XI 710 Spuren  — 7; 2 7 
periode ||j &—®- *4- Spuren ( ( 
| 6. XI. 9933 760 1519 199 1614 | 3 133 

Jod- 7. a 9983 | 770 3457 449 3 524 602 6 981 
periode | 8. XL. 9933 1000 4170 417 4 388 | || 8558 
9. XI. 9933 855 5 677 664 5 284 10 961 

10. XI. —- 830 2 526 304 1 238 3 764 

11. XL. — 570 706 123 429 1135 

12. XI. — 630 368 58,4 84 452 

Nach- 13. XI. — 720 93 12,9 54 998 147 
periode 14. XI. —~ $50 86 10,1 88°" 124 
15. XI. — 840 31 3,6 17 48 

16. XI. — 870 24 2,7 14 38 

17: EL -- 810 a 2.0 7 24 

Insgesamt: | 39 732 18 674 16691) 825 35365 


Gesamtiibersicht. 

Zwecks besserer Ubersicht und Vergleichsméglichkeit sind in 
Tabelle V die Endwerte der einzelnen Versuche, d. h. die verabreichten 
Jodgaben und die sowohl innerhalb der Gesamt- als auch innerhalb 
der Jodperioden wiedergefundenen Jodmengen und die jeweiligen 
prozentualen Anteile des in den einzelnen Stoffwechselendprodukten 
erscheinenden Jods an der verabreichten Jodmenge zusammengestellt. 

Zusammenfassend kann von séimtlichen Versuchen gesagt werden, 
da bei milchenden Ziegen schon bald nach der Jodverabreichung, 
auch wenn sie in physiologisch kleinen Mengen erfolgt, eine starke Jod- 
ausscheidung, insbesondere mit Milch und Harn, einsetzt und bald nach 
Beendigung der Jodzufuhr wieder abklingt. Die Héhe des in der Jod- 
periode mit Milch und Harn ausgeschiedenen Gesamtjods deckt sich 
ungefahr mit den von Weiser und Zaitscheck (5) gefundenen Werten, 
die in Stoffwechselversuchen bei Ziegen, welche schon langere Zeit 
Jodkali erhalten hatten, in Milch und Harn in einem Falle 51,89°, 
und im anderen 65,55°, des verabreichten Jods wiederfanden. 

Sowohl im Jodkali- als auch im Pflanzenjodstoffwechsel ist die 


im Kote erscheinende Jodmenge gering. Sie kann nun nicht in ihrer 
Gesamtheit, wie von von Fellenberg (6) angenommen, als unverdaulicher 


und unresorbierbarer Anteil desselben angesehen werden, sondern ent- 
stammt auch zum Teil wie von Pfeiffer (10) an Hundeversuchen 
und durch Gallenjoduntersuchungen bei Rindern bewiesen, dem inter- 
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Tabelle V. 
Gesamtiibersichtstabelle tiber die Jodausscheidung in den einzelnen Ver- 
suchen und den jeweils in den einzelnen Stoffwechselendprodukten er- 
scheinenden prozentualen Anteil an der verabreichten Jodmenge. 





Jodausscheidung 
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a) Innerhalb des Gesamtversuchs. 


Ziege Nr.1 Jodkali (40090) 31 977 79,99 21 265 53,16 9 637 24,09 1095 2,74 
normal Pflanzenjod 39732 32870 82,60 15 541 39,00 16 936 42,60 399 1,00 


Ziege Nr.8{  Jodkali 40009 36 183 90,46 25 334 63,33 10 300 25,75 549 1,38 
thyreopriv. || Pflanzenjod 39 732) 36 190 91,40 18 674 47,20 16 691.42,00 825 2,20 


b) Innerhalb der viertagigen Jodperiode. 


Ziege Nr.1; Jodkali 19 820 49,54 15 631 39,07 3.881) 9,7 | 308 0,77 

normal | Pftlanzenjod 25 855 65,00 12 815 32,26 12 809 32,16 231) 0,58 
Ziege Nr.8{  Jodkali 3111577,7 226815645 8 10629,26 320 0,89 
thyreopriv. | Pflanzenjod 30 235,76,1 14 823 37,30 14 810 37,28 602 1,48 


mediaren Stoffwechsel, insbesondere dem Gallenstoffwechsel.: Diese 
Uberlegung, sowie der Umstand, daB die im Pflanzenjodstoff wechsel 
im Kote erscheinende Jodmenge sich auf gleicher Héhe bewegt wie im 
Jodkalistoffwechsel, ist wiederum ein Beweis fiir die gute Resorbierbar- 
keit und Verdaulichkeit der Pflanzenjodide, die von uns (8) schon an 
Hunden bewiesen wurden. 


Eine Gegeniiberstellung der Versuchsergebnisse der normalen 
Ziege mit denen der thyreoidektomierten zeigt erstens, daB in der 
Vorperiode oder bei normaler Fiitterung die Jodausscheidung in der 
Milch bei der thyreoidektomierten Ziege niedriger liegt als bei der 
normalen; denn in der Gesamttagesmilch von Ziege Nr. 1 waren trotz 
dreimonatiger Lactation noch 8 y bzw. im Versuch3 noch 6,5 y J, 
wahrend bei der schilddriisenlosen Ziege nur noch Spuren von Jod 
nachgewiesen werden konnten. Hier sei gleichzeitig erwahnt, daB ich 
1930 bei zwei Ziegen, die etwa 1 Monat ante partum thyreoidektomiert 
waren, in der Cholostralmilch in einem Falle 24 y-°,, und im anderen 
Falle 13 y-°, nachweisen konnte. Bei beiden Ziegen fiel dann innerhalb 
von 5 Tagen der Milchjodspiegel, genau wie von OCertel (9) beobachtet, 
derart, daB nur noch Spuren nachzuweisen waren, wahrend nach 
eigenen und den Untersuchungen von Scharrer (4) und Maurer (11) 
der Milchjodspiegel normaler Ziegen zwar auch nach der Cholostral- 
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periode fallt, jedoch nachher auf einer gewissen konstanten Héhe stehen 
bleibt. 

Zweitens sind die wahrend der Versuchszeit insgesamt wieder- 
gefundenen Jodmengen bei der thyreopriven Ziege 10,5 bzw. 8,8°% 
héher als bei der normalen. 

Drittens unterscheiden sich die Versuche aber auch im zeitlichen 
Verlauf der Jodausscheidung; denn die innerhalb der Jodperiode 
wiedergefundene Jodmenge ist bei athyreoiden Ziegen bedeutend gréBer 
als bei der normalen. Eine Erklarung fiir diese Beobachtungen ergibt 
sich leicht, wenn man bedenkt, daB durch die Schilddriisenexstirpation 
der K6érper, wenn auch nicht seines einzigen, so doch seines Hauptjod- 
speicherungsorgans beraubt ist und dadurch die Jodausscheidung viel 
schneller verlaufen muB. Gleichzeitig sei hier erwahnt, daB in der 
Schilddriise der normalen Ziege, welche am 15. Juni 1930, mithin 
6 Monate nach Beendigung der Versuche, geschlachtet wurde und 
wahrend dieser Zeit nur das normale Futter ohne gewollte Jodzugabe 
erhalten hatte, insgesamt noch 3437 y J nachgewiesen werden konnten, 
was bei einem Driisengewicht von 3,901 g einem relativen Jodgehalt 
von 881 y pro Gramm frische Driise entspricht, ein Wert, der bedeutend 
iiber dem Mittel der sonst von mir untersuchten Ziegenschilddriisen liegt. 

Die grobe Jodausscheidung mit der Milch bei der thyreopriven 
Ziege, welche beim Jodkaliversuch 65,3 und beim Pflanzenjodversuch 
47,2% des zugefiitterten Jods ausmacht, geht parallel mit den Jod- 
beobachtungen von Noyer und von Fellenberg (6), die ebenfalls bei 
einer thyreoidektomierten Ziege durch einen kraftigen Anstrich mit 
Jodtinktur bei der Schilddriisenoperation eine starke Jodierung der 
Milch — am 1. Tage 754 y-°,, — und ein allmahliches Nachlassen 
desselben nachweisen konnten. 

. Was nun die Verschiedenartigkeit der einzelnen Jodgaben in ihrem 
Stoffwechselverlauf anbetrifft, so bestehen sowohl bei der normalen 
als auch bei der thyreopriven Ziege, was die Gesamtjodausscheidung 
innerhalb der zwélftagigen Versuchsperiode anbelangt, zwischen Jodkali 
und Pflanzenjod kaum nennenswerte Unterschiede ; denn bei der normalen 
Ziege betragt der Unterschied nur 2,61°, und bei der athyreoiden nur 
0,94°%. Was nun die prozentuale Verteilung des Jods in den einzelnen 
Stoffwechselendprodukten anbetrifft, so sind hier gewisse Unterschiede 
nicht verkennbar. Wahrend namlich die Normalziege im Jodkali- 
stoffwechsel mit der Milch etwa 53,16°, und mit dem Harn 24,09°, 
des aufgenommenen Jods wieder ausschied, wurden bei ungefahr 
gleicher Gesamtjodausscheidung im Pflanzenjodstoffwechsel nur 39°, 
mit der Milch und 42,6°%, mit dem Harn wieder ausgeschieden. Bei 
Ziege Nr. 8 ergibt sich ungefahr das gleiche Bild. Wenn auch hier die 
Milchjodausscheidung die Jodmenge des Harns noch um 5,2°, tiberragt, 
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so werden bei ihr im Pflanzenjodstoffwechsel 16,1°,, Jod weniger mit 
der Milch und 17,1°,, mehr mit dem Harn ausgeschieden als im Jodkali- 
versuch. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, daB tagliche Milch- 
leistung infolge der fortgeschrittenen Lactation beim Pflanzenjodversuch 
bei beiden Ziegen geringer geworden ist. 
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Uber die Proteolyse der Tumoren’. 


Von 


Hans Adolf Krebs. 


{Aus der medizinischen Abteilung des staédtischen Krankenhauses 
Altona (Elbe). ] 


(Eingegangen am 2. Juni 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Messung der proteo- 
lytischen Wirkung tierischer Gewebe und mit der Frage, ob die proteo- 
lytische Wirkung der Tumoren gréBer ist als die proteolytische Wirkung 
anderer Gewebe. 

Unter Proteolyse verstehen wir hier den hydrolytischen Zerfall 
von hochmolekularem EiweiB. Wir messen die Geschwindigkeit des 
Zerfalls nach van Slyke? durch die Bestimmung des in der Zeiteinheit 
gebildeten Aminostickstoffs. 

E. Salkowski® und M. Jacoby* entdeckten vor mehr als 30 Jahren, 
daB proteolytische Wirkungen nicht nur in den Verdauungssaften, 
sondern in allen tierischen Geweben vorkommen. Seitdem sind die 
proteolytischen Wirkungen der Gewebe — eine Teilerscheinung der 
Autolyse — vielfach untersucht®. Neu in dieser Arbeit ist die Beriick- 
sichtigung der kiirzlich gefundenen Tatsache®, daB die proteolytische 
Wirkung der Gewebe durch Spuren von verunreinigenden Schwermetall- 
ionen reversibel gehemmt wird. Die wirksamen Metallmengen sind von 
der GréBenordnung 10-2 bis 10-*mg pro Kubikzentimeter Lésung, 


1 Die Arbeit habe ich auf Vorschlag von Herrn O. Warburg, Berlin- 
Dahlem, ausgefiihrt. Der Notgemeinschaft danke ich fiir die Uberlassung 
von Apparaturen. 

2 D. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 83, 425, 1929. 

3 E. Salkowski, Zeitschr. f. klin. Med. 1891, Suppl.-Bd. 

4 M. Jacoby, Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 149, 1900. 

5 Zusammenfassungen siehe bei C.Oppenheimer, Fermente, 1926; 
Lipschiitz, Handb. d. Biochem. v. Oppenheimer, 2. Aufl., 2, 624. 

® H. A. Krebs, diese Zeitschr. 220, 281, 1930. 
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Mengen, die in den tierischen Geweben und in den Substraten vorkommen 
und bei Proteolyseversuchen eine Rolle spielen. Da den friiheren Autoren 
diese Hemmung durch Schwermetall unbekannt war, so waren die friiher 
gemessenen Geschwindigkeiten der Proteolyse groBenteils zu/dllige 
Geschwindigkeiten, die nicht nur von der Menge des Ferments, sondern 
von der zufdlligen Anwesenheit von Schwermetallionen, besonders von 
Kupfer, abhangig waren. 

In dieser Arbeit habe ich die Proteolyse unter Beaingungen ge- 
messen, unter denen Schwermetallhemmungen ausgeschaltet waren. 
Wegen der Empfindlichkeit der Fermente kann man bisher die Schwer- 
metalle aus den Fermentlésungen nicht abtrennen, ohne das Ferment 
zu schadigen und seine Wirkung zu verringern. Da aber die Aufgabe 
vorlag, die maximale Geschwindigkeit der Proteolyse zu messen, muBte 
zur Ausschaltung der Schwermetallwirkungen eine andere Methode 
als das Verfahren der Abtrennung benutzt werden. Ich habe durch 
Zusatz eines Komplexbildners die Metallionen in eine unwirksame 
Form iibergefiihrt. Es wurde zu den Versuchslésungen so viel Cystein 
hinzugefiigt, bis weiterer Zusatz die Geschwindigkeit der Proteolyse 
nicht mehr beeinfluBte, bis also praktisch alle hemmenden Schwer- 
metallionen gebunden waren. 

In Gegenwart von Cystein habe ich zunachst die Bedingungen 
gesucht, unter denen die Proteolyse maximal ist. Als wesentlichste 
Bedingungen érgaben sich — auBer dem Zusatz von ystein —: Zer- 
stérung der Zellstruktur durch Zerreiben der Gewebe und Extraktion 
mit saurem Glycerin, ferner Messung der Proteolyse bei schwach saurer 
Reaktion (px 4,7) und Zusatz von so viel EiweiB (Gelatine oder Himo- 
globin) zu den Geweben, daB die Konzentration des Eiweibes 
mindestens 5°, betragt. 

Unter den Bedingungen der maximalen Wirkung habe ich die 
Proteolyse vieler Gewebe gemessen. Es zeigte sich, daB.die Proteoiyse 
im allgemeinen groB ist. Der Umsatz in bezug auf Aminostickstoff 
ist pro Gewichtseinheit Gewebe von derselben GréBenordnung wie der 
Umsatz der energieliefernden Reaktionen, ein Vergleich, bei dem aber 
zu bedenken ist, daB die Bedingungen fiir die maximale Wirksamkeit 
der proteolytischen Fermente in lebenden Geweben im allgemeinen 
wahrscheinlich nicht gegeben sind. Weiterhin ergab sich, dab man 
fiir ein bestimmtes Organ bei verschiedenen Individuen Werte von 
immer der gleichen GréBenordnung findet. 

Unter den untersuchten Rattenorganen war — von den Verdauungs- 
driisen abgesehen — das proteolytisch wirksamste die Niere, dann folgten 
in absteigender Reihe Milz, Leber, Lunge, Hoden, Herzmuskel, Skelett- 
muskel. 











176 H. A. Krebs: 


Von den untersuchten menschlichen Organen war das proteolytisch 
wirksamste die Schilddriise; dann folgten — nur wenig schwacher 
wirksam — Milz, Niere, Leber, weiter neutrophile Leucocyten, Placenta, 
Nebenniere, Plexus chorioideus, Hoden, Hirnrinde. 


Die malignen Tumoren nehmen hinsichtlich ihrer proteolytischen 
Wirksamkeit keine Sonderstellung ein. Das Jensensche Rattensarkom 
steht in der oben angefiihrten Reihe der Rattenorgane zwischen Milz und 
Leber. Sieben von Operationen stammende menschliche Tumoren, dar- 
unter solche, die praktisch frei von Bindegewebe waren und zu nahezu 
100° aus Zellen bestanden, gaben zum Teil hohe Werte, die aber in der 
gleichen GréBenordnung liegen wie die Werte anderer menschlicher Ge- 
webe. Die viel erérterte Frage!, ob die proteolytische Wirkung der 
Tumoren gr6éBer ist als die proteolytische Wirkung anderer Gewebe, ist 
nach diesen Ergebnissen zu verneinen. 


Die Beschreibung der Versuche zerfallt in folgende Abschnitte: 


I. Allgemeine methodische Angaben. 
II. Proteolyse durch iiberlebende Gewebe. 
III. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 
IV. Spaltung verschiedener EiweiBk6rper. 
V. Hemmung der Proteolyse durch Schwermetallionen. 
VI. Wirkung der Komplexbildner. 
VII. Extraktionsverfahren. 
VIII. Zeitlicher Verlauf und Endwerte. 
IX.. EinfluB der Fermentkonzentrationen. 
X. Einflu8 der Temperatur. 
XI. Proteolytische Wirkung der Gewebe. 
a) Methodik, 
b) Normale Gewebe, 
c) Tumoren. 
XII. Spaltung von Dipeptiden. 
XIII. Zahl der proteolytischen Zellfermente. 
XIV. Protokolle. 


I. Allgemeine methodische Angaben. 
Bestimmung des Aminostickstof/s. 

Die Aminostickstoffbestimmung geschah mit salpetriger Saure 
nach D. D. van Slyke? in der neuen manometrischen Anordnung. Den 
gemessenen Aminostickstoff driicken wir in Kubikmillimetern aus, 
indem wir 1 mg-Atom (14mg) Aminostickstoff 22400 cmm (760 mm 


1 Siehe besonders: Blumenthal u. Wolff, Med. Klin. 1905, 8S. 166; 
Blumenthal, Jacoby u. Neuberg, ebendaselbst 1909, Nr. 42; Neuberg u. 
Gottschalk, Handb. d. Biochem. v. Oppenheimer, 2. Aufl., 4, 448. 

2 D. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 88, 425, 1929. 
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Hg, 0°) aquivalent setzen. Das Volumen der Kammer bei der Druck- 
messung betrug 2ccm; 1 mm abgelesenen Druckes bedeutete unter 
diesen Bedingungen — je nach der Temperatur — 2,4 bis 2,5cmm 
Aminostickstoff. 

Die Versuchsansitze enthielten zu Beginn des Versuchs etwa 
500 bis 1000 cmm Aminostickstoff pro Kubikzentimeter Lésung; dieser 
,,praformierte Aminostickstoff stammt aus den freien Aminogruppen 
der Substrate, dem zugesetzten Cystein und den tierischen Geweben. 
Der Zuwachs an Aminostickstoff im Versuch war gewéhnlich von der 
GréBenordnung des praformierten Aminostickstoffs und bewirkte 
bei der manometrischen Bestimmung im allgemeinen einen Ausschlag 
von etwa 100 bis 300 mm Quecksilber. 


Reagenzien. 


Die Gelatine war nach den friiher! angegebenen Vorschriften 
von Schwermetallen gereinigt. Cysteinchlorhydrat war von Schering- 
Kahlbaum bezogen; es wurde vor dem Versuch frisch gelést und mit 
Natronlauge neutralisiert. 

Versuchsansdtze. 

Die Zusammensetzung der Ansitze ist bei den einzelnen Versuchen 
jeweils angegeben. Die Mischung wurde in kleinen, voll angefiillten, 
verschlossenen Flaschen eine bestimmte Zeit, meist 12 bis 24 Stunden, 
bei 37,5° gehalten. Die Aminostickstoffbestimmung geschah in ali- 
quoten Teilen, gewéhnlich in 0,2 bis 1,0 ccm. 


MaB der proteolytischen Wirkung. 

Wir beziehen die proteolytische Wirkung der Gewebe auf das 
Gewebetrockengewicht (in Milligramm) und die Zeit (in Stunden) 
und bezeichnen — analog den Stoffwechselquotienten Warburgs — 
als ,,Proteolysequotienten™ (P. Q.) 
emm gebildeter Aminostickstoff 


r.G = —— nance 
Q Milligramm Gewebe « Stunden 


Die Einzelheiten der Berechnung finden sich in Abschnitt XI, a. 


II. Proteolyse durch iiberlebende Gewebe. 


Suspendiert man iiberlebende Gewebe mit erhaltener Zellstruktur 
— Gewebeschnitte nach Warburg — in Ringerlésung, die Bicarbonat 
und freie Kohlenséure in physiologischen Mengen und auberdem 
Gelatine enthalt, so findet man keine Proteolyse oder eine nur sehr 
geringe, verglichen mit den Wirkungen, die man nach Zerstérung der 


1 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 220, 289, 1930. 
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Gewebsstruktur erhalt. Mit Schnitten des Jensenschen Rattensarkoms 
lieS sich weder unter aeroben noch unter anaeroben Bedingungen 
eine Zunahme des Aminostickstoffs in der Lésung feststellen. Mit 
Rattenniere nahm in der Lésung der Aminostickstoff zu. Doch betrug 
unter aeroben Bedingungen die proteolytische Wirkung des Nieren- 
gewebes nur 5 bis 7°, der maximalen proteolytischen Wirkung, die 
man nach der Zerst6rung der Zellstruktur erhalten kann. Folgende 
Tabelle gibt die Zahlenwerte wieder. Ein Beispiel fiir die Versuchs- 
einzelheiten findet sich in Protokoll I. 








Tabelle I. 
Proteolyse (P. Q.) bei 
Be. Gewebe intakter Struktur zerstirter Struktur 
(Schnitte) (Extrakt) 

1 Rattenniere 1,3 18,4 
2 Rattenniere Fae Ne el i te 2,1 37,5 
3 Jensensarkom, aerob .... 0 16.8 

Jensensarkom, anaerob 0 ’ 


Nach diesem Versuch scheint es, daB in lebenden Zellen die proteo- 
lytischen Fermente in ihrem iiberwiegenden Anteil inaktiv sind. Daher 
darf man aus den Wirkungen, die man in Extrakten findet, keine 
Schliisse auf die Vorgdnge in der lebenden Substanz ziehen. 

An Griinden fiir die Inaktivitét der proteolytischen Fermente inner- 
halb der lebenden Zellen 148t sich angeben: Hemmung des Ferments durch 
Schwermetallionen (Kupfer), ungiinstige Wasserstoffionenkonzentration, 
réumliche Trennung von Substrat und Ferment (infolge der Struktur- und 
Permeabilitétsverhaltnisse ). 

Fiir die Messung der maximalen proteolytischen Wirkung der Gewebe 
ergibt sich aus dem Versuch die Notwendigkeit, die Zellstruktur zu zerstéren 
und mit Extrakten zu arbeiten. 


Ill. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 


In Gegenwart von Cystein habe ich die proteolytische Wirkung 
von Géwebeextrakten bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration 
gemessen und in allen bisher untersuchten Fallen — die Verdauungs- 
driisen ausgenommen —die gréBte Wirksamkeit bei saurer Reaktion bei 
etwa pu 4,7 gefunden. Dies entspricht etwa dem py-Optimum, das von 
Willstdtter und seinen Mitarbeitern! fiir Kathepsin gefunden ist. Bei 
neutraler und schwach alkalischer Reaktion finde ich eine viel geringere 
Proteolyse als bei saurer Reaktion, bei manchen Geweben sogar Fehlen 
von Proteolyse. Ferner ist erwihnenswert, daB die Proteolyse in schwach 


1 R. Willstdtter und Mitarbeiter, Untersuchungen iiber Enzyme, 1928. 
Siehe auch Kleinmann und Stern, diese Zeitschr. 222, 31, 1930 und 234, 


116, 1931. 
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alkalischem und neutralem Gebiet ohne Cystein etwa dieselbe ist wie 
mit Cystein; bei saurer Reaktion steigerte Cystein immer die Proteolyse. 

Friihere Autoren haben haufig in alkalischem und neutralem Gebiet 
die gréBeren Wirkungen gefunden, z. B. erst kiirzlich wieder 2. Husfeld! 
in Leucocyten. Diese Resultate erkliren sich, woran hier erinnert 
sei, dadurch, daB von den friiheren Autoren die Schwermetallionen, 
die besonders die Proteolyse in sauren Lésungen hemmen, nicht be- 
seitigt waren. Ich finde, wie aus Tabelle 1] hervorgeht, auch in Leuco- 
cyten die gréBere Wirkung im sauren Gebiet. Versuchseinzelheiten 
zu Tabelle II sind aus Protokoll II ersichtlich. Die Gewebe wurden 
nach der in Abschnitt XI, a) angegebenen Methode mit essigsaurem 
Glycerin extrahiert. Andere Extraktionsmethoden, z. B. auch mit 
Chloroformwasser, gaben geringe Proteolysequotienten. py wurde in 
den gelatinehaltigen Lésungen kolorimetrisch bestimmt. In den Haémo- 
globinlésungen entspricht der angegebene py-Wert dem py der Puffer- 


lésung. 
Tabelle II. 


Proteolyse bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 





Gewebe Eiweifikirper 


Pu Proteolysequotient 
EE ee Gelatine 2,0 0 
“ ee rae EN Ge . 4,7 25.4 
‘ iat hae ey eee ee a 7,0 6,2 
Menschliche neutroph. Leucocyten =| 47 6¢ 
(s. Protokoll I). ...... (I ” rf - 
Dasselbe SEL Oe ere ss 8,0 2.1 
. Piel eas Seek! Seedy Hamoglobin 4,7 12,2 
= ee ee ey es ee Re 7,1 3.3 
Menschliches Magenkarzinom . . Gelatine 4,7 11,9 
és ‘i <4 - 7,6 0 
- . = hoa Hamoglobin 4,7 17,2 
- fi ay, a 7,0 0 


Die in den folgenden Abschnitten angestellten Versuche sind im 
allgemeinen bei optimalen pu, bei px 4,7, ausgefiihrt. Als Puffer diente 
Essigséure-Natriumacetat im Verhaltnis 1:1. Dieser Puffer hat auch 
in hohen Konzentrationen keinen spezifischen EinfluB auf die Proteolyse. 
In n/6 und in n/24 Acetatpuffer erhielt ich fiir die Proteolyse gleiche 
Werte. 

IV. Spaltung verschiedener Eiwei8kérper. 

Gewebeextrakte, die proteolytisch wirksame Fermente enthalten, 
enthalten gleichzeitig spaltungsfihige OrganeiweiBkérper. Daher 
nimmt unter geeigneten Bedingungen in den Extrakten der Amino- 


1 E. Husfeld, Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 137, 1931; siehe ferner 
R. Willstdtter, E. Bamann u. M. Rohdewald, ebendaselbst 185, 267, 1929, 


dort auch Literatur. 


12* 
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stickstoff mit der Zeit zu. Fiigt man aber zu den Extrakten noch EiweiB 
hinzu — Gelatine, Hamoglobin oder Pepton —, so steigt die Ge- 
schwindigkeit der Proteolyse, und zwar auch die Anfangsgeschwindigkeit, 
stark ant. So betrug in einem Schweinsnierenextrakt die gebildete 
Aminostickstoffmenge pro Milligramm und Stunde 


ey Gea kw es . Bee 
eek OT So. SIs wis ce RD wD 


Mit steigender Gelatinekonzentration nimmt die Geschwindigkeit 
der Spaltung anfanglich weiter zu, wie folgender Versuch zeigt [An- 
ordnung nach Abschnitt XI, a)]. 


Tabelle III. 
Proteolyse von Gelatine durch Schweineniere bei verschiedener Gelatine- 





konzentration. 
Konzentration der Gelatine Proteolysequotient 
0,77 | 6,1 
1,54 | 8,3 
3,08 10,0 
7,7 11,7 





7 
—— Gelatine-Konzentratian in % 
Abb. 1. 
Einfluf der Gelatinekonzentration auf die Spaltungsgeschwindigkeit. 


Erst bei einer Gelatinekonzentration von iiber 5° wird der EinfluB 
der Gelatinekonzentration auf die Proteolyse gering; erst bei diesen 
hohen Konzentrationen ist das Ferment praktisch mit Substrat gesattigt. 

Haimoglobin wird mit ungefahr gleicher Geschwindigkeit wie 
Gelatine gespalten, Pepton mit etwas gréBerer. Serumeiwei und 
Kiereiwei8 werden praktisch nicht angegriffen. Tabelle IV zeigt die 
Spaltung verschiedener EiweiBkérper durch verschiedene Gewebs- 
extrakte. Die Anordnung war, abgesehen von der Art und Konzen- 
tration des EiweiBkérpers, dieselbe, wie in Abschnitt XI beschrieben. 
Als Hamoglobinlésung wurden haimolysierte, gewaschene menschliche 
Erythrocyten verwendet. px war in allen Versuchen 4,7. 


1 Siehe Kleinmann und Stern, diese Zeitschr. 222, 48, 1930. 
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Tabelle IV. 


Spaltung verschiedener Eiweifkérper. 





Eiweifikirper oe Extrakt aus ae 

Gelatine . : 6 Rattenniere 25,4 
Pepton - Witte 6 ‘s 30,5 
Hamoglobin 6 28,3 

* ge etealaa Shae te 2 3 29,1 
Albumin aus Ei (Kahlbaum) 6 : 2.8 
Gelatine . . 7 Rattenleber 7,0 
Hamoglobin dio Sh Sr caging 5 o 8.4 
eer 7 Rattenmilz 12,5 
Hamoglobin 5 a 12,4 
ON ot re ae 6 {, menschl. neutrophile | 6.6 

; | Leucocyten } 

Hamoglobin...... 5 Dasselbe 12,8 
ee 6 menschl. Magen-Ca 11,8 
Hamoglobin...... 5 Dasseibe 17,2 


V. Hemmung der Proteolyse durch Schwermetallionen. 

Will man die Wirkung von Schwermetallionen auf die Proteolyse 
prifen, so ist es notwendig, aus den fermenthaltigen Lésungen die 
begleitenden Komplexbildner (besonders Glutathion) zu entfernen 
oder aber auf so niedrige Konzentration zu bringen, daB sie unwirksam 
werden. Dies léBt sith erreichen, indem man Organextrakte benutzt, 


proteolytische Wirkung 


in denen das Verhaltnis - groB ist. Solche Ex- 


Glutathionkonzentration 
trakte kann man so weit verdiinnen, daB die proteolytische Wirkung 
bei hinreichend langer Versuchszeit gemessen werden kann, dab aber 
der Komplexbildner wegen seiner geringen Konzentration praktisch 
keine Rolle spielt. Der geeignete Organextrakt ist Nierenextrakt 
der Ratte, der proteolytisch wirksamste Gewebeextrakt, den ich bisher 
gefunden habe. Extrakt aus Img Rattenniere (Trockengewicht) 
bildet unter geeigneten Bedingungen pro Stunde aus Gelatine oder 
Hamoglobin 20 bis 50cmm Aminostickstoff. 

13 ccm 10°, iger Gelatinelésung wurden mit 0,5 ccm Nierenextrakt 
(nach Abschnitt XI) und 2cem n Acetatpuffer von py 4,7 gemischt. 
Je 1 ccm dieser Mischung wurden mit 0,05 mg Schwermetall, in 0,05 cem 
Wasser gelést, versetzt und 40 Stunden bei 37,5° gehalten. Dann erfolgte 
die Bestimmung des Aminostickstoffs. In der Tabelle V sind die Ergeb- 
nisse zusammengestellt. 

Der Versuch ergibt, daB die Proteolyse durch Niere von denselben 
sechs Metallen gehemmt wird wie die Proteolyse durch Papain. Wieder 
sind es die schweren Metalle der ersten und zweiten Gruppe des perio- 
dischen Systems, die hemmen: Kupfer, Silber, Gold und Zink, Cadmium, 
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Tabelle V. 


Hemmung der Proteolyse durch Schwermetallionen. 





Aminostickstoff in emm Zuwachs 
Zugefiigtes Metall . woo Lioung ra ao ess durch Metall 

praformiert nach 40 Std. eem Lisung % 
— 730 1610 880 on 
Ag(AgNOs3)..... 730 760 30 96 
Aut Awihs). «oe ee 730 760 30 96 
Cetieeen ..- oo | 730 720 0 100 
Zn(Zn8OQ,) ..... | 730 1160 430 51 
OG@mem@s «2. ss 730 1410 680 23 
Hg(HgCl,) ..... 730 720 0 100 
Pb(Pb-Acetat) . . . . 730 1485 755 14 
Mn(MnSQ,).... . | 730 1470 740 16 
Co[Co(NOs)o] . . . . 730 1560 830 6 
NatMisQ,) ..... i 730 1450 720 18 
Fe, (FeSQ,) .... | 730 1690 960 0 
Pénsteeue) . . + «ss 730 1475 745 15 


Quecksilber. Wie beim Papain wirken auch hier Zink und Cadmium 
am schwachsten. Auch die hemmenden Konzentrationen der Metalle 
sind von der gleichen Gré8enordnung wie beim Papain, gleiche Wasser- 
stoffionenkonzentration vorausgesetzt (bei pu 7,8 geniigen fiir die 
Hemmung des Papains geringere Metallkonzentrationen als bei px 4,7, 
vgl. Protokoll LIT.) 

Die Hemmungen verschwinden in allen Fallen, wenn maa durch 
Zusatz von Cystein die Metalle komplex bindet. Die Hemmung ist also 
reversibel. 

Die ibrigen Schwermetalle haben nur geringe Wirkung. In keinem 
Falle iiberschreitet die Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit 20°. 
Orientierende Versuche mit anderen Organextrakten, auch von anderen 
Tierarten, ergaben — die Verdauungsdriien ausgenommen — dieselben 
Schwermetallwirkungen. Ferner sei erwahnt, daB auch bei Anderung 
der EiweiBkérper die Hemmungen durch Schwermetall die gleichen 
waren; insbesondere wird auch die Spaltung der OrganeiweiBk6rper, 
die die Fermente in den Extrakten begleiten, durch Schwermetallionen 
reversibel gehemmt. 

In der Literatur liegen bereits zahlreiche Versuche iiber die Wirkung 
der Schwermetalle auf die Gewebsproteolyse vor!. In den friiheren 
Versuchen ist jedoch die Anwesenheit von Komplexbildnern — sei 
es im Organextrakt, sei es in der Pufferlésung? — nicht beriicksichtigt, 


1 Siehe S. Hata (unter M.Jacoby, diese Zeitschr. 17, 186, 1909 (reversible 
Hemmung durch Sublimat), ferner L. Preti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 
539, 1909; 60, 317, 1909; Jzar, diese Zeitschr. 20, 249, 1908; Truffi, 
ebendaselbst 28, 270, 1909; Pollini, ebendaselbst 47, 396, 1912; H. C. 
Bradley, Journ. of biol. Chem. 21, 22, 44. 

2 Siehe O. v. Schoenebeck, Inaug.-Diss. Miinchen 1930 (Citratpuffer). 
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weshalb die Angaben der Autoren teilweise widersprechend sind. Viele 
Widerspriiche klaren sich durch die Kenntnis der Tatsache auf, daB 
im allgemeinen nur Schwermetallionen, aber nicht komplex gebundene 
Schwermetalle hemmen *. 


Wirkung von Oxydations- und Reduktionsmitteln. Anhangsweise sei 
hier erwaéhnt, daB man unter besonderen Bedingungen durch Schwermetalle 
auch Férderung der Proteolyse erhalt, wenn namlich die Lésung Disulfide 
enthalt und das Schwermetall reduzierend wirkt. So erhielt ich beispiels- 
weise durch Stannochlorid oder Ferrosulfat * eine Beschleunigung der Proteo- 
lyse bis zu 80°,'. Auch andere Reduktionsmittel wirken dadurch auf die 
Proteolyse, daB sie Disulfid zu Sulfhydryl reduzieren. Besonders bemerkens- 
wert ist, daB nach Mathews und Walker? Blauséure S—S zu SH reduziert, 
eine Reaktion, die die Wirkung der Vorbehandlung des Papains mit Blau- 
siure in Willstdtter und Grassmanns Versuchen erklart. Blauséure kann 
also entweder direkt die Bindung von Metallionen bewirken oder indirekt 
durch Erzeugung von SH- aus S—S-Verbindungen. 

Umgekehrt kann man mit Oxydationsmitteln, die Sulfhydryl zu 
Disulfid oxydieren, beispielsweise mit Jod, Ferricyanid die Proteolyse in 
Organextrakten ,,hemmen“. 


VI. Wirkung der Komplexbildner. 


Entfernt man aus den Versuchslésungen durch Reinigung die 
Schwermetalle* oder bindet man durch Zusatz von Komplexbildnern 
die Metallionen, so steigt die Geschwindigkeit der Proteolyse an. 
Waldschmidt-Leitz* und Grassmann® benutzten Blayséure, Schwefel- 
wasserstoff, Cystein oder Glutathion, um die Proteolyse zu ,,aktivieren“. 
Es gibt viele andere Stoffe, die ebenso wirken; ich erwahne besonders 
Citrat, weil es als Puffer vielfach in Proteolyseversuchen verwendet ist. 

Blausdéure und Citrat wirken bei saurer Reaktion im allgemeinen 
erst in sehr hohen Konzentrationen (10~! bis 107? mol.). Starker 
wirksam sind die Sulfhydrylverbindungen. Im folgenden Versuch habe 
ich ermittelt, welche Cysteinkonzentration nétig ist, um _ praktisch 
alles Schwermetall in der Lésung auszuschalten. 

5ceem 2° iger Gelatine, in n/100 Acetatpuffer von px 4,7 gelést, 
wurden mit 1 cem Schweinenierenextrakt und lecem Cysteinlésung 

* Anmerkung bei der Korrektur: siehe hierzu die eben erschienene 
Arbeit von K.G. Stern, diese Zeitschr. 234, 116, 1931. 

1 Siehe hierzu Tabelle V, vorletzte Zeile (Beschleunigung der Proteolyse 
durch Ferrosulfat). 

2 Mathews u. Walker, Journ. of biol. Chem. 6, 29, 1909; ferner Mauthner, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 28, 1912; Sullivan, Journ. of biol. Chem. 67, 
11, 1926; J. Kiinau, diese Zeitschr. 230, 366, 1931. 

3 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 220, 289, 1930. 

4 Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 
171, 1930. 

5 W.Grassmann u. Mitarbeiter, ebendaselbst 186, 183, 1930. 
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in verschiedener Konzentration versetzt. Zu Beginn und nach 18stiin- vi 
digem Stehen bei 37,5° wurde der Aminostickstoff bestimmt. Zur Her- de 
stellung des Nierenextraktes wurden 1 Teil Niere mit 2 Teilen essig- B 
sauren Glycerins, nach Abschnitt XI, extrahiert. Um die praformierten M 
Sulfhydrylverbindungen aus dem Extrakt zu entfernen, habe ich h 
vorsichtig Jodlésung bis zum Verschwinden der Nitroprussidnatrium- t1 
reaktion hinzugegeben. 5 ccm Extrakt verbrauchten 0,38 ccm n/10 Jod- sé 
lésung. V 

Das Resultat des Versuchs findet sich in Tabelle VI und in Abb. 2. n 


Tabelle VI. 


EinfluB der Cysteinkonzentration. - 





Aminostickstoff (in emm pro ccm) 








Cysteinkonzentration 7 ae Zuwachs 
Mol/Liter zu Beginn nach Beendigung 
ee ae 700 945 245 
8,5 . 10 481 721 240 A 
4.25. 10 376 615 239 ( 
2,13 . 10 323 509 186 Z 
1,06 . 10 298 448 150 
0,53 . 10 285 365 80 
0 270 307 37 
. 
‘Ss 
- 
te 
< 
: ep Sa ee Ee 
By 2 ¢ 6 8 W f2 # tx? 
—> Cysten-Konzentration (Mole/Liter) 
Abb. 2. 
Einfluf der Cysteinkonzentration. 
Der Versuch ergibt, daB in etwa m/300 Cystein die Proteolyse 
schon ihre maximale Geschwindigkeit besitzt. Zu _ beriicksichtigen 
ist aber bei der Beurteilung dieses Versuchs, daB die Wirkung der 
Komplexbildner von der Art des hemmenden Schwermetalls abhangt ; P 
denn die Affinitét des Schwermetalls zum Komplexbildner und zum ; 
Ferment wechselt von Metall zu Metall’. Als Beispiel dafiir sei ein ; 


Versuch mit Papain und Blausdiure angefiihrt. Substrat war " 
Gelatine, zu 2° in m/15 Natriumbicarbonat gelést. 1 cem der Lésung 
enthielt 0,025 mg Papain Merck. Die Anordnung war im ibrigen 
dieselbe wie die friiher beschriebene?. Die Lésung wurde in Parallel- 1 


1 Vogl. H. A. Krebs, Naturwiss. 19. Jahrg, 8S. 133, 1931. 
2 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 220, 283, 1930, Versuch 8. 285, Nr. 2. 
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versuchen mit soviel Kupfer, Gold und Zink versetzt, daB die Hemmung 
der Papainwirkung vollstandig war. Dann wurde bei verschiedenen 
Blauséurekonzentrationen die Proteolyse manometrisch gemessen. 
Man sieht aus der Tabelle VIL und aus Abb. 3, daB Blauséure die 
hemmende Wirkung von Gold und Kupfer in viel geringeren Konzen- 
trationen aufhebt als die hemmende Wirkung von Zink. m,280 Blau- 
siure beseitigt die Hemmung durch Kupfer zu 25°,. Fiir die gleiche 
Wirkung auf die Hemmung durch Zink ist die Blausiurekonzentration 
m/70 nétig. 
Tabelle VII. Wirkung der Blauséure auf Papain in Gegenwart 
verschiedener Schwermetalle. 





In 30 Min. in 3 cem Lisung gebildeter Aminostickstoff in emm 
Zugefiigtes Schwermetall bei einer Blauséurekonzentration von 
(0,02 mg pro cem Lisung) 
0,089 . 10-2 | 0,357.10-2 | 1,43.10-2 | 5,7.10-2 


94 142 
Pe Ss ae : 33 120 
oS 5 138 
SE ee 47 
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—> blausaurekonzentration (Mole/t) 


Abb. 3. Wirkung der Blausiure auf Papain in Gegenwart verschiedener Schwermetalle. 


Ss 


Vil. Extraktionsverfahren. 

In Tabelle VIII sind die proteolytischen Wirkungen von zwdlf 
Schweinenierenextrakten, die nach verschiedenen Methoden hergestellt 
waren, zusammengestellt. Die Messung der Proteolyse geschah bei 
pu 4.7 in Gegenwart von m/100 Cystein. Die Gelatinekonzentration 
betrug 1,7 °,, die Temperatur 37,5°. Das Gewebe war mit Sand zerrieben. 

Man ersieht aus der Tabelle, daB die wasserigen Extrakte im all- 
gemeinen weniger wirksam sind als die Glycerinextrakte und daB die 
Wirkung der sauren Extrakte gréBer ist als die Wirkung der alkalischen 
und neutralen Extrakte. Die gréBte Wirkung ergibt die Extraktion 
mit essigsaurem Glycerin, ein Extraktionsmittel, daB schon von vielen 
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Tabelle VIII. Proteolytische Wirkung bei verschiedenen Extraktionsverfahren. 





Volumteil 





Extrak- | Pro- 
tionsmittel Extrak- teolytische 
Nr. Extraktionsmittel Quotient yl Wirkung 
‘ : dauer 
Gewichts- pro mg 
teile und Std. 
Gewebe Std. 
1 | Wasser . ogee lle hea eine ge 2 24 7,5 
2 | 0.5% ige wasserige Essigsaure . 2 24 9,0 
3 | 0.5% iges wiasseriges Nag HPO, 2 24 4,9 
4 0,5% iges wisseriges NaHCO; 2 24 3,5 
oh Gee, Ot oo hw is 2 24 7,3 
6 i 87% mit 0.5% Pyridin . 2 24 7,7 ir 
7 » 8% « 25 5a... 2 24 1,1 
8 2 87% , 0,5°% Essigsiure 2 4 8,3 A 
4 i 2a ¢ oe 6 2 24 10,7 ti 
10 i“ 87% , 05% . 5 24 10,9 1 
11 » 87% » 05% ° 5 48 10,7 : 
12 " 87% 0,5 % Milchsaiure 2 24 10,5 
anderen Autoren als geeignet gefunden ist!. Nach 4 Stunden ist die 
Extraktion unvollstandig, nach 24 Stunden ist sie abgeschlossen. Von 
der Menge des Extraktionsmittels ist die Wirkung der Extrakte, bezogen re 
auf die Gewichtseinheit des extrahierten Gewebes innerhalb der unter- I 
suchten Grenzen (Nr. 10 und 11) unabhangig. g 
Glycerinextrakte haben vor wasserigen Extrakten den weiteren b 
Vorzug, daB sie haltbarer sind. Ihre Wirkung bleibt im Eisschrank u 
einige Tage lang praktisch konstant und sinkt auch in Wochen nur wenig, . 
beispielsweise in 4 Wochen um 23°). Konstant bleibt auch der Amino- f 
stickstoffgehalt der Glycerinextrakte, obgleich die Extrakte spaltbares 
EiweiB enthalten. Glycerin hemmt die Proteolyse®. So finde ich fiir 
Rattenniere bei einer Glycerinkonzentration von 
3,2°, die proteolytische Wirkung (P. Q.) = 37.8 
60% ss ed ms (P. Q.) = 34,6 
2} ae . Pe (P. Q.) = 30,8 
Zur Bestimmung der maximalen Proteolyse ist hiernach der 
Glycerinextrakt hinreichend zu verdiinnen, so weit, daB die Glycerin- 
konzentration weniger als 5°, betragt. 
Von Interesse ist aus methodischen Griinden noch die Frage, 
wie schnell nach dem Tode die Extraktion vorgenommen werden muB, 
um die maximale Proteolyse zu erhalten. Ich habe daher Ratten zu 
verschiedenen Zeiten nach dem Tode Gewebe entnommen und ihre 
proteolytische Wirkung unter den in Abschnitt XI beschriebenen Bedin- 
gungen gemessen. Die Tiere wurden nach dem Tode im Eisschrank gehalten. 
1 Beispielsweise von Waldschmidt-Leitz und Deutsch, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 167, 285. 1927. 
2 Kleinmann und Stern, diese Zeitschr. 222, 84, 1930. 
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Tabelle IX. Extraktion zu verschiedenen Zeiten nach dem Tode. 





Extraktionszeit 


Organ nach dem Tode — Proteolysequotient 
Std. 
ae 0 17,5 
° iit east 24 15,9 
SOO 5m s Ses 0 7,5 
. aren er 24 8,0 
® ee PD 48 8,1 


Die Proteolyse von Rattenleber und Niere bleibt nach Tabelle 1X 
in den ersten 24 und 48 Stunden nach dem Tode praktisch konstant. 
Auf Grund dieser Tatsache habe ich meine Messungen an frischen 
tierischen Geweben und an frischem menschlichem Operationsmaterial 
durch Versuche mit menschlichem Obduktionsmaterial erganzt. 


VIII. Zeitlicher Verlauf und Endwerte. 


Zur Messung des zeitlichen Verlaufs der Proteolyse in Gegenwart 
von Cystein wurden 1 ccm Schweinenierenextrakt, 0,5 cem n/10 Cystein- 
lésung, 0,5 ccm n Acetatpuffer von py 4,7 und 4ccm 5°, iger Gelatine 
gemischt und mit Wasser auf 10 ccm aufgefillt. Die Mischung wurde 
bei 37,5° gehalten. Von Zeit zu Zeit wurden Proben entnommen und 
in ihnen der Aminostickstoff bestimmt. In einem Parallelversuch 
wurde das gleiche Gemisch ohne Gelatine angesetzt. 'In der Tabelle X 
finden sich die Resultate. 





Tabelle X. Zeitlicher Verlauf der Proteolyse. 








Zeit Aminostickstoff pro cem Lisung in emm 
Std Lésung mit Gelatine Lisung ohne Gelatine 
0 445 280 
17 1560 540 
40 2680 — 
61 3520 750 
113 4270 910 
158 4650 898 
208 4850) - 
232 5050 — 
272 5040 865 


In Abb. 4 ist der Versuch graphisch dargestellt. Man ersieht 
daraus, daB die Spaltung anfangs nahezu linear verlauft!. Der gebildete 
Aminostickstoff ist anfanglich in erster Annaiherung proportional der 
Zeit, eine Tatsache, die zu der Rechnung nach Abschnitt XI berechtigt. 





i 1 Vgl. auch K.G. Stern, diese Zeitschr. 234, 116, 1931. 
. 
; 
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In dem gleichen Versuch habe ich auch den Gesamtstickstoffgehalt 
der Lésung nach Kjeldahl bestimmt, um zu priifen, wie tiefgreifend 
die Spaltung der Gelatine durch Gewebeextrakt geht. Ich fand pro 
Kubikzentimeter der Versuchslésung mit Gelatine 7250 cmm Gesamt- 
stickstoff, ohne Gelatine 1345cmm Gesamtstickstoff. Da Gelatine 
9,5°, Prolin und 14,1°, Oxyprolin enthalt!, deren Stickstoff nach 


0 0 
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Zeitlicher Verlauf der Proteolyse. 


van Slyke nicht reagiert®, ferner 8,2°, Arginin!, dessen Stickstoff 
nur zu ein Viertel nach van Slyke reagiert?, so kénnen bei vollstandiger 
Hydrolyse der Gelatine héchstens 70,5°, des Gesamtstickstoffs als 
nach van Slyke bestimmbarer Aminostickstoff erscheinen. In unserem 
Falle waren bei vollstandiger Hydrolyse pro Kubikzentimeter Lésung 
5905 . 0,705 cmm = 4160 cmm zu erwarten. Es erschien im Versuch 
nach Tabelle X (unterste Reihe) 5040 — 865cmm = 4175cmm. Die 
Gelatine war also vollstaéndig in die Aminoséuren aufgespalten. 


IX. Einflu8 der Fermentkonzentration. 


Verdiinnt man die Organextrakte hinreichend, sodaB Glycerin 
nicht mehr hemmt, oder arbeitet man bei konstanter Glycerinkonzen- 
tration, so ist die proteolytische Wirkung der Extrakte auf das Gewebe- 
gewicht bezogen bei Variation der Fermentmenge konstant. Ein 
Beispiel hierfiir findet sich schon in Tabelle X unter Nr. 9 und 10. 
Hier ist die Proteolyse pro Milligramm extrahierten Gewebes gleich, 
obwohl die Fermentkonzentration des Versuchs 10, wegen der gréBeren 
Menge des Extraktionsmittels nur zwei Fiinftel der Ferment- 
konzentration des Versuchs 9 betrug. 


1 Siehe O. Kestner, Chem. d. EiweiBkérper 1924, S. 266. 
2 van Slyke in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I. 
Teil 7, S. 280. 
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X. Einflu8 der Temperatur. 


Der TemperatureinfluB auf die Proteolyse ist groB. Ich finde fiir 


Rattenniere bei 20° den Proteolysequotienten 6,1 
98 % oe ae a 25,4 
Menschliches Magen-Ca bei 20° ios = 3,2 
” ” » 37,5° ,, % 8,8 


Ahnliche Zahlen fanden Kleinmann und Stern?. 


XI. Proteolytische Wirkung der Gewebe. 
a) Methode. 

In den bisherigen Versuchen haben wir die wesentlichsten Be- 
dingungen der Gewebsproteolyse kennen gelernt. Es ergibt sich aus 
den vorangehenden Versuchen als Methode zur Messung der maximalen 
Proteolyse folgendes Verfahren: 

1 Gewichtsteil gewogenes Gewebe, sofort nach dem Tode ent- 
nommen, wird im Mérser mit Sand unter Zusatz einer abgemessenen 
Menge (etwa 2 Volumenteile) essigsauren Glycerins (0,5°, Essigsaure 
in 87°,igem Glycerin) zerrieben. Nachdem der Brei unter mehrfachem 
Umschiitteln 24 Stunden im Eisschrank gestanden hat, wird er zentri- 
fugiert. Von der tberstehenden, meist triiben Lésung werden 0,1 ccm 
mit 1cem 9 bis 10°,iger Gelatine, 0,2 ccm m/10 Cysteinlésung und 
0,2cem n Acetatpuffer (1 Teil Essigsiure, 1 Teil Natriumacetat) 
versetzt. Sofort nach dem Ansetzen, sowie nach 12- bis 24stiindigem 
Stehen bei 37,5° wird in einem aliquoten Teil der Losung (etwa 0,3 
bis 0,8 ccm) der Aminostickstoff bestimmt. 

Die Umsetzungen an Aminostickstoff blieben stets innerhalb des 
Bereichs der praktisch konstanten Anfangsgeschwindigkeit. Die 
Berechnung des Proteolysequotienten (P. Q.) erfolgt nach der Forme]: 

vAmino-N 
P.Q. = . , (1) 
(a+ 6).5 


t.v 


WO ZXamino-xn der in der Lésung wahrend der Versuchszeit t gebildete 
Aminostickstoff in Kubikmillimeter, t die Zeit in Stunden, a das Gewebe- 
volumen in Kubikmillimeter, das mit 6cmm Extraktionsmittel be- 
handelt ist, » das im Versuch verwendete Volumen des Extraktes 
in Kubikmillimeter bedeutet. Das Gewebevolumen (in Kubikmilli- 
meter) setzen wir gleich dem Gewebegewicht (in Milligramm), eine 


b).5 
bedeutet das Gewebetrockengewicht. Hierbei ist das Trockengewicht 
= 1/. des gemessenen Frischgewichts gesetzt, eine Annahme, die gleich- 


Annaherung, die fiir praktische Zwecke ausreicht. Das Glied v 
a 


! Kleinmann und Stern, diese Zeitschr. 222, 95, 1930. 
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falls nur in erster Annaherung, aber nicht streng zutrifft. Will man 
die Proteolyse auf das gemessene Frischgewicht beziehen, so sind die 
Quotienten durch 5 zu dividieren. Wir ziehen die Berechnung auf das 
Trockengewicht vor, weil dadurch der Vergleich mit den friiher von 
Warburg bestimmten Stoffwechselquotienten der Gewebe bequemer ist. 

Voraussetzung fiir die Reduktion der Proteolyse auf das Gewebe- 
gewicht nach Gleichung (1) ist, daB das Ferment sich bei der Extraktion 
auf Lésung und Riickstand gleichmaBig verteilt. Diese Voraussetzung 
ist in der Tat erfillt, denn die berechnete Proteolyse ist unabhangig 
von der Menge des angewandten Extraktionsmittels (s. Tabelle X, 
Nr. 9 und 10). 

Ein Beispiel fiir die Messung der proteolytischen Wirkung nach 
dieser Anordnung findet sich in Protokoll IV. 








Die Fehlergrenze in der Bestimmung des Proteolysequotienten iiber- d. 
schreitet nach den Erfahrungen mit Doppelversuchen im allgemeinen B 
5%, nicht. Nur bei sehr kleinen Quotienten, die unter 2,0 liegen, 
ist wegen der kleineren Ausschlage der Fehler gréBer zu veranschlagen: R 

b) Ergebnisse. Normale Gewebe, ” 

Schwankungen der Proteolyse in einer Gewebeart. In der Tabelle XI 
habe ich alle Versuche zusammengestellt, die ich unter den oben an- ye 
gegebenen Bedingungen mit Rattenniere ausgefiihrt habe. Alle Werte : 
liegery ir. der gleichen GréBenordnung. Sie schwanken um den Mittelwert 
in derselben Breite wie andere biologische GréBen, etwa die Werte 
fiir Atmung oder Garung In den folgenden Tabellen beschranke 
ich mich im allgemeinen auf die Angabe des Mittelwertes. sb 

Tabelle XI. . 
Proteolyse der Niere verschiedener Ratten. ; 
Nr. Proteolysequotient ; Nr. Proteolysequotient 
1 27,4 5 37,5 3 
2 27,7 6 25,4 : 
3 214 7 50,0 
4 23,0 
Mittel: 29,6 : 


Tierische Gewebe. Nach Tabelle XII ist unter den untersuchten 
Rattengeweben das proteolytisch wirksamste die Niere. 1 mg Nieren- 
gewebe bildet im Mittel aus Gelatine 30cmm Aminostickstoff pro 
Stunde, aus Hamoglobin etwa ebensoviel (Tabelle IV). Die gleiche 
Gewebemenge verbraucht in der Atmung pro Stunde etwa 20cmm 
Sauerstoff. Die Zahlen fiir Atmung und Proteolyse liegen also in der 
gleichen GréBenordnung, ein Vergleich, bei dem man sich vergegen- 
wartigen muB&, daB in den lebenden Zellen wahrscheinlich die Be- d 














Proteolyse der Tumoren. 


Tabelle XII. 


Proteolyse verschiedener tierischer Gewebe. 





Proteolysequotient bei 





Nr. | Gewebe Lente saedetaed a ae 
Ratte Kaninchen | Meerschweinchen Taube 
apr 29,6 17,3 9.8 9,9 
RM Dees 145 9.9 ia 
3 ET ae ae 8,0 9.1 43 16,1 
4 Ee an ees 6,7 43 —— -- 
5 RS ge 4 5 a 8,0 _ -— — 
6 Herzsmuskel. . ..... 1,3 Re | —- 
7 Skelettmuskel. ..... 0,4 0,4 == — 
& _. BS are _ 0,3 — — 
9 eA a a Pe — 1,1 — — 


dingungen fiir die maximale Proteolyse nicht vorliegen, waihrend die 
Bedingungen fiir die maximale Atmung wahrscheinlich gegeben sind. 

Nach der Niere folgt an proteolytischer Wirksamkeit unter den 
Rattenorganen Milz, Leber, Lunge, dann Hoden, Herzmuskel, Skelett- 
muskel; unter den Kaninchenorganen finden wir dieselbe Reihenfolge. 

AuBer den in der Tabelle angefiithrten Organen habe ich noch 
embryonale Gewebe des Huhns untersucht. Fiir ganze Hiihnerembryonen 
vom 8. Bebriitungstag erhielt ich als Mittelwert den Proteolysequotienten 
1,24; fiir die dazugehérigen Eihaute war der Mittelwert 13,2. 


. 
Tabelle XIII. 


Proteolyse verschiedener menschlicher Gewebe. 





Le | 
Proteo- | Proteo- 


Nr. Gewebe Herkunft | lyse- | Nr. Gewebe Herkunft | lyse- 
quo- |} quo- 
tient tient 

1 || Schilddrase | Leichen-| 71 [10] Embryonale Leber {! Abort | o9 

organ | mens IV 
2 Milz dieselbe | 6,3 |11) Embryonale Lunge dieselbe 3,9 
8 \Niere(Rinde)| , 5,9 |12/  Neutrophile |Restempyem 3,8 
, ueucocyten | be 
Leber . 5,6 [13 dasselbe Mastitis 6,6 
purulenta 

5 Nebenniere ‘ 2,0 114 . Abscess 2.4 

Plexus . ; 9: 
chorioideus " 18 [16 ° Empyem 2,8 
7||  Hoden : 03 116 : {| Mastitis | 96 

\| purulenta 
8 Graue 01 117 Subkutanes Binde- | Operations- 
Hirnrinde ad ’ gewebe material 
Abort im 
C an € 
9g Placenta 4, Monat 2.8 





* Der verwendete Eiter enthielt so wenig Bakterien, dafi die proteolytische Wirkung 
der Bakterien vernachlissigt werden kann. 
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Menschliche Gewebe. Die Proteolyse der menschlichen Gewebe 
(Tabelle XIII) ist im allgemeinen etwa um die Halfte geringer als die 
Proteolyse der Rattengewebe. Unter den untersuchten Geweben 
war das proteolytisch wirksamste die Schilddriise. Wenig schwacher 
ist die proteolytische Wirkung von Milz, Leber, Nierenrinde und neutro- 
philen Leucocyten. Sehr klein ist die Proteolyse in Nebenniere und 
Plexus chorioideus, kaum meBbar in grauer Hirnrinde und Hoden. 


c) Proteolyse der Tumoren. 

Die untersuchten Tumoren sind in den Tabellen XIV bis XVI 
zusammengestellt Das Material setzt sich aus dem transplantablen 
Jensenschen Rattensarkom und 13 menschlichen Tumoren zusammen. 

Die menschlichen Tumoren waren teils Operationsmaterial aus 
der chirurgischen (Prof. Jenkel) und gynakologischen Abteilung 
(Prof. Hinselmann) des Krankenhauses, teils Obduktionsmaterial aus 
dem pathologischen Institut (Prof. Stoeckenius). Von allen menschlichen 
Tumoren wurden histologische Praparate angefertigt, wofiir ich Herrn 
Prof. Stoeckenius auch hier vielen Dank sage. 

Bei der Verarbeitung des Materials wurden nekrotische Partien 
nach Méglichkeit nicht verwertet. Eine total nekrotische Leber- 
metastase eines Magencarcinoms hatte keine meBbare Proteolyse. 

Das Jensensche Rattensarkom gibt Proteolysewerte, die zwischen 
den Mittelwerten von Nieren und Hoden liegen. Die relativ groBe 
Schwankungsbreite liegt vermutlich an wechselnden Beimengungen 
von nekrotischem Gewebe, denn die kleineren Werte stammten von 
alteren Tumoren mit zahlreichen punktférmigen Nekrosen, deren 
Abtrennung von nicht nekrotischem Gewebe nicht méglich war. 

. Die menschlichen Tumoren geben Proteolysewerte, die von der 
gleichen GréBenordnung sind wie die Zahlen der normalen Organe. 
Da die menschlichen Carcinome zum Teil viel reifes, zellarmes Binde- 
gewebe enthielten — nach grober, in Tabelle XV angegebener Schatzung 
bis zu 75%, —, so bedeuten die angegebenen Werte nicht die Proteolyse 
der Carcinomzellen selbst. Setzt man die proteolytische Wirkung 
des Bindegewebes gleich Null (nach Tabelle XIII, Nr. 17) und rechnet 


Tabelle XIV. 


Proteolyse des Jensenschen Rattensarkoms. 





Nr. | Proteolysequotient Nr. Proteolysequotient 
‘2 11,5 5 | 6,1 

2 i 10,8 6 6,7 

3 16,2 7 16,9 

4 49 








Proteolyse der Tumoren. 


Tabelle XV. 


Proteolyse maligner menschlicher Tumoren. 





Art des Tumors * ; 


Adenocarcinom des Magens 
mit reichlichen entziind- 
lichen Erscheinungen 


Zylinderepithelcarcinom 
(Netzmetastase) 


Solider Krebs des Magens 


Carcinoma simplex 
(Achseldriisenmetastasen 
eines Mammacarcinoms) 


Carcinoma simplex 
mammae 


Medullares Carcinom des 
Magens 


Metastase éiges sarkom- 
artigen Tumors in der 
Leistendriise 


Adenocarcinom, 
Netzmetastase eines 
Bronchialcarcinoms 


Weicher Plattenepithel- 
krebs des Osophagus 


Zylinderepithelkrebs des 
Magens 


Myosarkom des Uterus 


* Die pathologisch-anatomische Diagnose verdanke ich Herrn Prof 


Proteolyse beni 


Schatzungs- 
weiser 
Gehalt 

an reifem 

zellarmen 
Binde- 
gewebe 


0 
0 


Proteolysequotient 


Herkunft 


les Materials berechnet 


auf 100°, 


gemessen 
Zellen 


50 8,4 


Operations- 
material 


Dasselbe 


Obduktions- 
material 


Dasselbe 60—70 


1,9 


1,1 


Stoeckenius, Altona. 


Tabe lle X Vi. 


gner menschlicher Tumoren. 





Art des Tumors * 


Blasenpapillom 


Fibromyom des Uterus . 


* Die pathologisch-anatomische 
Biochemisch-Zeitschrift Band 238. 


Schitzungsweiser 
Gehalt an 
reifem zellarmen 
Bindegewebe 


Proteolyse 


Herkunft 
i Quotient 


des Materials 
20 6.6 


. Operations- 
material 


dasselbe 


1,1 


Altona. 


Stoeckentus, 


13 


Diagnose verdanke ich Herrn Prof 
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man die Proteolyse auf 100°, Zellen um, so erhalt man fiir die binde- 
gewebshaltigen Tumoren dieselben Zahlen wie fiir die 100°,igen Tu- 
moren. Die sieben ersten, von Operationen stammenden Tumoren der 
Tabelle XV geben umgerechnet hohe Werte, wie sie den stark wirksamen 
normalen Organen entsprechen. Der errechnete Mittelwert ist 8,4, 
wihrend das wirksamste normale Organ, die Schilddriise, im Mittel 
7,1 gab. Die proteolytische Wirkung menschlicher Carcinomzellen ist 
also groB, aber nicht wesentlich gréBer als die proteolytische Wirkung 
von menschlicher Schilddriise, Milz und Niere. 

Ich habe die Proteolyse der menschlichen Tumoren noch unter 
verschiedenen anderen Bedingungen als den oben angegebenen gemessen. 
Aber weder bei Anderung der Wasserstoffionenkonzentration (Tabelle I) 
noch bei Anwendung eines anderen Substrats (Hamoglobin, Tabelle I1) 
war die proteolytische Wirkung der Tumoren von der proteolytischen 
Wirkung normaler Gewebe wesentlich verschieden. 

ZusammengefaBt zeigt die Messung der proteolytischen Wirkung 
von Carcinomzellen keine Besonderheiten vor der proteolytischen 
Wirkung normaler Gewebe. 


XII. Spaltung von Dipeptiden. 


Im vorangehenden habe ich mich auf die Mitteilung von Versuchen 
beschrankt, die die Spaltung hochmolekularer EiweiBkorper betreffen. 
Verschieden davon ist die Spaltung von Dipeptiden und dhnlichen, 
niedrig molekularen Verbindungen. Hier sei nur erwahnt, daB die 
maximale Spaltungsgeschwindigkeit fiir Alanylglycin — die bei schwach 
alkalischer Reaktion liegt —, im allgemeinen zwei Zehnerpotenzen 
gréBer ist als die maximale Spaltungsgeschwindigkeit von Hamo- 
globin oder Gelatine. Berechnet man nach Gleichung (1) die 
Proteolysequotienten, so erhalt man bei Rattenorganen fiir die Spaltung 
von Alanylglycin Werte von 500 bis 5000. Auch hier geben Tumoren 
keine gréBeren Werte als normale Gewebe. 


XIII. Zahl der proteolytischen Zellfermente. 

Aufgabe dieser Arbeit war es, die GréBe der proteolytischen Wirkung 
der Gewebe zu messen. Verschieden davon ist die Frage — die von 
Willstatter, Waldschmidt-Leitz! u.a. bearbeitet ist —, wieviel ver- 
schiedenartige proteolytische Fermente in den Geweben vorkommen. 
Da bei der Trennung der verschiedenen Fermente nach Weillstdtter 
und Waldschmidt-Leitz immer ein Teil der Fermentwirkung verloren 
geht, muB man fiir die Messung der maximalen proteolytischen Wirkung 
auf die Trennung verzichten. 


1 Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 
17, 1930. 
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Die Wirkungen, die in dieser Arbeit beschrieben sind, entsprechen 
im wesentlichen den Wirkungen des ,,Kathepsins** Willstdtters, eines 
Ferments, zu dessen Hauptmerkmalen die reversible Hemmung durch 
Spuren von Schwermetallionen gehért, und das, wie aus dieser Arbeit 
hervorgeht, an Wirkung auf hochmolekulares Eiweif die iibrigen 
Gewebsfermente weit tbertrifft. 


Qualitative Unterschiede in den ,,Kathepsinen“ verschiedener 
Organe habe ich hier nicht gefunden. Friihere Autoren haben zahlreiche 
Unterschiede angegeben. Sie finden von Organ zu Organ verschiedene 
pu-Optima, verschiedene Spaltbarkeit der einzelnen Eiweifkérper, 
verschiedene Schwermetallwirkungen. Aber alle diese Ergebnisse 
miissen daraufhin nachgepriift werden, inwieweit sie Wirkungen von 
Schwermetallionen und von Komplexbildnern sind. 


XIV. Protokolle. 
I. Proteolyse durch Gewebsschnitte und durch Gewebsextrakte, 


a) Schnitte: Ringerlésung nach Warburg! (Bicarbonat 450 cmm pro 
Kubikzentimeter Lésung), 7°, Gelatine; 2 cem werden in Sauerstoff mit 
29,0 mg Rattenniere (Trockengewicht) 8 Stunden bei 37,5° geschiittelt. 
Aminostickstoff bei Beginn des Versuchs 1092 cmm in 2 cem, am Ende des 
Versuchs | 1570 cmm in 2cem. P. Q. = 2,1. : 

b) Extrakt: 1,04g Niere mit 2,0 ccm Glycerin-Eisdssig nach 8S. 189 
extrahiert und nach Vorschrift des Abschnitts XI, a gemessen. Versuchs- 
zeit 11,5 Stunden. Aminostickstoff zu Beginn des Versuchs 832 emm pro 
Kubikzentimeter, am Ende des Versuchs 3500 cmm pro Kubikzentimeter. 
Extrahierte Gewebsmenge 6,2 mg (in 1 cem Versuchslésung). P. Q. = 37,5. 


II. Beispiel fiir den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration, 


Material: Eiter von Mastitis purulenta (frische Incision); mikro- 
skopisch im <Ausstrich tiber 95°, neutrophile Zellen, keine Bakterien. 
Hamatokritwert: 70,4°, Zellen. 2,5 cem Eiter werden mit 5,0*ccm essig- 
sauren Glycerins extrahiert. Weitere Anordnung nach Abschnitt XI, a, 
aber 1. statt Acetatpuffer n Boratpuffer von pa 9,5, 2. n Acetatpuffer 
von pu 4,7 [wie in XI, a)]. 














p Amino-N (in emm pro cem) mg Gewebe Proteolyse- 
rae <a pro ccm (= 1/5 des ( sotlent 
; bei Beginn | nach 17 Std. {amatokritwertes) 1 
1 8,0 712 865 4,26 2,1 
2 4,7 712 1190 4,26 6.6 


Spaltung von Hamoglobin durch das gleiche Material. Als Hamo- 
globinlésung dienen gewaschene menschliche Erythrocyten, im vierfachen 
Volumen Wasser gelést. Anordnung wie oben, doch statt Boratpuffer wird 


1 0. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. 
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Phosphatpuffer (m/2) von px 7,1 und statt Gelatinelésung Hamoglobin- 
lésung benutzt. 








Aminostickstoff (pro cem in emm) 


Puffer Gewebetrocken- Proteolyse- 
» bei “Beginn “aah 1 gewicht pro cem quotient 
i. Acetat 910 1432 4,26 12,2 
(Pu 4,7) 
2. Phosphat 910 1050 4,26 3,3 
(Pu 7,1) | 


I1I. Wirkung der Schwermetalle auf Papain bei saurer Reaktion. 
( I 


10 cem gereinigte 10° ,ige Gelatine werden mit 1 cem 5° ,igem Papain 
(Merck), 4cem n Acetatpuffer von px 4,7 versetzt und mit Wasser auf 
40 ccm aufgefiillt. Zu je 2 cem werden 0,1 ccm der Metallésung hinzugefiigt. 
Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke. 








— Konzentration Aminostickstoff der Lisung in cmm pro cem Hemmung 
sap | Gon Motels priformiert nach 17 Std. Zuwachs Oo 
O 5.10-5 224 1120 896 
Ag 5.10°3 224 530 306 36 
Au 5. 10-3 224 265 41 95 
Cu. §.107° 224 390 166 81 
Cd. 5.1075 224 1160 936 —- 
Cd. 5.10-* 224 814 590 34 
; Zn. 5. 10-8 224 1045 821 s 
Zn. 5.1073 224 744 520 42 
Hg 5.10-3 224 355 131 85 


(Vergleiche hierzu die Wirkung der Schwermetalle auf Papain bei 
alkalischer Reaktion in dieser Zeitschr. 220, 292, 1930.) 


IV. Beispiel fiir die Messung der Proteolyse nach Abschnitt XI, a). 


Menschliches medulléres Carcinom des Magens (Operationsmateria!) 
mikroskopisch fast 100°, Careinomzellen. 0,98 g Frischgewicht werden 
mit 3,0cem Glycerin-Eisessig zerrieben und 24 Stunden lang extrahiert. 
Ansatz wie in XI, a) beschrieben. Versuchslésung 1,5ccm. Versuchszeit 
18 Stunden, Temperatur 37,5°. Aminostickstoff zu Beginn des Versuchs 
pro Kubikzentimeter 860 cmm, nach 18 Stunden 1560 ecmm. 


, (1560—860) 1,5 
P. Q. 980 11,9. 


” 3980.5 


18 - 100 








el 








Zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide und Lecithine. 


Il. Mitteilung: 
Uber einen phosphorhaltigen, dialysierbaren Stoff der Mohrriibe. 


Von 


B. Bleyer und W. Diemair. 


(Mitteilung aus dem Universitaéts-Institut und der Deutschen Forschungs- 
anstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 4. Juni 1931.) 


In der vorhergehenden Mitteilung! wurde iiber, die Darstellung 
eines Phosphatids' der Mohrriibe durch Extraktion' mit organischen 
Lésungsmitteln berichtet?. Die aus dem Phosphatid erhaltenen 
Spaltungsprodukte Glycerinphosphorsaure, Palmitin-Olsaéure und Cholin 
sprachen fiir die Wahrscheinlichkeit eines ,,Palmityloleyllecithins™, 
das noch geringe Mengen Kohlenhydrate gebunden hielt. 


Zu denselben Ergebnissen kamen auch V.Grafe und H. Magistris® 
bei einem sogenannten wasserléslichen Phosphatid, das sie durch mehr- 
stiindige Dialyse von Mohrriibenschnitzel gegen destilliertes Wasser und 
darauffolgende Fallung mit Bleiacetat gewonnen hatten. Uberraschender- 
weise stellten die Untersucher bei ihrem Praparat eine P: N-Relation von | : 2 
fest und gehen darin einig mit B. Hansteen-Cranner*, der als erster den 
phosphorhaltigen dialysierbaren Anteil der Mohrriibe studiert hatte. Die 
Anschauungen von J. Thudichum *, eine Extraktion von Phosphatiden mit 
organischen Lésungsmitteln kénne nur schwer stattfinden, weil Phosphatide 
mit Wasser aufquellen und ein Gel bilden, vertraten auch Cranner und 
Grafe. Sie betonen die Wasserléslichkeit der in den Zellen in normalem 


~ 


Diese Zeitschr. 235, 243, 1931. 
S. auch B. Rewald, ebendaselbst 216, 11, 1929. 
Planta 2, 429, 1926. 
* Meldinger fra Norges Landbrukshoiskole 2, 1922; Planta 2, 438, 1926. 
5 Die chemische Konstitution des Gehirns des Menschen und des 
Tieres. Tiibingen 1901. 
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Zustande enthaltenen Lipoide und bezeichnen die iibliche Extraktion 
durch Lésungsmittel als eine Denaturierung. Dabei sollen die Phosphatide 
aus dem ather- und alkoholunléslichen, jedoch in Wasser léslichen Zustande 
in den nicht natiirlichen, in organischen Lésungsmitteln léslichen Zustand 
iibergehen. Die in der Zelle vorhandenen wasserléslichen Phosphatide 
sollen dabei nach Ansicht V.Grafes komplexe, eiweiBfreie Verbindungen 
mit akzessorischen Gruppen vorstellen, in welchen dem Lecithin nur die 
Rolle eines Kernstoffs zukommt. Dieses Lecithin aber soll allein bei den 
iiblichen Verfahren der Lipoiddarstellung iibrig bleiben. Mit Hilfe der von 
Grafe weiter ausgebauten Crannerschen Isolierungsmethode aber sei die 
Méglichkeit gegeben, Zellphosphatide in nativem Zustande, ohne vorher- 
gehende Denaturierung zu gewinnen. 


Die jiingsten Forschungsergebnisse bestatigten nicht die An- 
schauungen Grafes iiber den physikalischen und chemischen Zustand 
der Zellphosphatide und die experimentellen Befunde. Im Hinblick 
auf die F'. Steward schen Ergebnisse! und auf die von A. Kiesel?, H. Thier- 
felder® u. a. dargetane Stellungnahme zum Problem der wasserléslichen 
Phosphatide war ein Versuch zur Gewinnung solcher genuiner Zell- 
stoffe aus Mohrriiben im Rahmen dieser Arbeit nahegelegen. 


Eigene Versuche. 
I, Dialyse gegen Wasser und Fdllung mit Bleiacetat. 


Von W. Pfeiffer’, van Rysselberghe u. a. ist darauf hingewiesen worden, 
daB der Temperatur als Permeabilitétsregulator groBe Bedeutung zukommt, 
indem durch Temperatursenkung die Geschwindigkeit der Endosmose 
und Exosmose von Wasser sowie der Durchtritt geléster Substanzen durch 
die Plasmahaut stark reduziert, bei Temperatursteigerung aber beschleunigt 
werden kann. V.Grafe und seine Schiiler beschaftigten sich insbesondere 
mit dem Studium des Austritts von Phosphatiden und konnten dabei die 
Beobachtung von anscheinend zwei verschiedenen dialysierbaren Phosphatid- 
anteilen, einem léslichen und einem unléslichen bestatigen. Dabei sollen 
zwischen den beiden Phosphatiden enge Beziehungen bestehen und ein 
Ubergang der beiden ineinander méglich sein. V.Grafe und H. Magistris® 
sprechen sich in einer fritheren Arbeit fiir ,,irreversible** Zustandsénderungen 
dieser Phosphatide aus und halten diese nicht fiir chemisch verschiedene 
Substanzen, waéhrend sie auf Grund spéterer Befunde die Anschauung ver- 
treten, daB die ,,wasserunléslichen** Phosphatide ihren .,nativen‘* Charakter 
infolge der Einwirkung der Warme und der 24stiindigen Dialysezeit ver- 
loren haétten. Es sollen also iiber 30° nur wasserunlésliche, unter 20° nur 
wasserlésliche Phosphatide austreten. 


1 F.C. Steward, Biochem. Journ. 22, 1, 268, 1928. 
A. Kiesel, Chemie des Protoplasmas. Berlin, Borntraeger, 1930. 
3H. Thierfelder u. E. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phospha- 
tide. Berlin, Springer, 1930. 
Unters. i. bot. Institut Tiibingen 2, 1886. 
5 Bull. Acad. Roy. Belg. Classe Sciences 178, 1901. 
6 Diese Zeitschr. 214, 440, 1929. 
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Dem gegeniiber betonen H. Magistris und P. Schdfer!, daB es sich bei 
den unléslichen Phosphatiden um einen eigenen Kérper handelt, den sie 
als ,,EiweiBphosphatidverbindung* bezeichnen. AuBer den gewéhnlichen 
Spaltprodukten des Phosphatids wollen die Verfasser neben Glykokoll 
3, 4-Dioxyphenylalanin, Arginin und Prolin mit Sicherheit nachgewiesen 
haben. Es ist aber wohl kaum anzunehmen, daB es sich hier um einheitliche 
Verbindungen handelt, sondern um mit EiweiSstoffen verunreinigte Sub- 
stanzen. 

Die Annahme Cranners, es handle sich bei der unléslichen Fraktion 
um eine Anderung des Kolloidzustandes, hat wohl am meisten fiir sich und 
findet einen brauchbaren Beweis in der Feststellung, da® die unlésliche 
Fraktion aus dem léslichen Anteil entstehen kann. Wird némlich ein bei 
niedriger Temperatur gewonnenes Dialysat lingere Zeit auf dem Wasserbad 
schonend erwaérmt, dann tritt, nach eigenen Beobachtungen, ein feinflockiger 
Niederschlag auf, welcher organisch gebundenen Phosphor enthélt. Diese 
Beobachtung konnte allerdings bei schnellem Erwarmen des Dialysats 
(im Reagenzglas) nicht gemacht werden. 

Da bei niedriger Temperatur die Bildung des ,,unléslichen** Anteils 
unterbunden und der Austritt von Farbstoff ganz wesentlich verzégert 
werden soll, so wurden die Versuche bei + 0 bis + 2° im Eisschrank und 
im Dunkeln angestellt. Als Dialysierfliissigkeit diente destilliertes Wasser. 

Verarbeitet wurden frische, gesunde Mohrriiben verschiedener Herkunft ; 
in den Wintermonaten einheimische, im Friihjahr hollaéndische Ware. 

Das Material wurde griindlich mit Brunnenwasser gewaschen, dann 
in diimne Scheiben’ geschnitten und diese solange in Leitungswasser 
gelegt, bis das Waschwasser klar und ungefarbt abfloB und aus den an- 
geschnittenen Zeller\ alle Inhaltsstoffe entfernt waren. Diese Prozedur 
wurde mit destilliertem Wasser wiederholt. Die so vorbéhandelten Riiben 
wurden in groBen, sterilisierten Glasschalen soweit mit destilliertem Wasser 
iibergossen, daB sie eben damit bedeckt waren und wurden dann im Eis- 
schrank zu einer dreitégigen Dialyse angestellt. Die lange Dialysierzeit 
wurde deshalb gewahlt, weil in Vorversuchen eindeutig noch reichlich 
dialysierbare Anteile nach 48stiindiger Dialyse festgestellt werden konnten. 

Die erhaltenen Ausbeuten waren bei dieser Versuchsdurchfiihrung und 
in Anbetracht des ohnehin niedrigen und mit der Natur und der Gattung 
des Materials stark schwankenden Phosphatidgehalts sehr schlecht, so daS 
zur Durchftihrung der Dialyse gréBerer Mengen eine 20-Liter fassende 
verzinnte Milchkanne benutzt wurde. In diese Kanne wurde ein Korb 
aus verzinntem Messingdraht mit Schubfachern gehangt und darin die zu 
dialysierenden Riibenschnitzel ausgebreitet. Da aber mit dieser Apparatur 
die einzelnen Versuchsanstellungen zu langfristig wurden, kamen die Riiben- 
schnitzel direkt in den Behalter und wurden wahrend des Versuchs wieder-, 
holt durchgeschiittelt. Nach 72 Stunden wurde die Dialyse unterbrochen. 
Die gewonnenen Lésungen waren farblos, klar und des Sfteren von Zell- 
partikelchen durchsetzt. Durch AutgieBen auf ein Seitz-E. K.-Filter erhielt 
man schnell wasserhelle Filtrate; das Arbeiten mit Pukallfilter bewahrte 
sich bei diesen groBen Mengen Versuchsmaterials nicht. 


Die von einer unldslichen Phosphatidfraktion herriihrenden grob- 
flockigen Triibungen konnten bei keinem Versuchsansatz beobachtet 


1 Diese Zeitschr. 214, 401, 1929. 
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werden; ebensowenig das Auftreten einer triibenden Suspension mit 
Ausnahme von zwei Fallen, bei welchen aber, nach einer bakteriologischen 
Untersuchung, Milchsaureinfektion festgestellt werden muBte. 

Die Filtrate reagierten gegen Lackmus neutral und zeigten eine 
aktuelle Aziditét von py 5 bis 6, waren also schwach sauer und 
schaumten nicht. Alle angestellten EiweiBreaktionen fielen negativ aus. 

Die Konzentrierung der Dialysate, die anfangs groBe Schwierig- 
keiten machte, erfolgte in einem Hochvakuumapparat mit etwa 
60 Liter Fassungsvermégen und einer Stundenleistung von 4 Liter bei 
Temperaturen von 25 bis 27°C. Dieser Apparat gestattete ein rasches 
Aufarbeiten groBer Mengen Dialysate, so daf bei dieser Versuchs- 
anstellung mit einer Schonung des Ausgangsmaterials gerechnet werden 
konnte. 

Die erhaltenen Konzentrate wurden immer durch ein Seitzsches 
Entkeimungsfilter geschickt. Die angereicherten Dialysate waren 
gelb gefarbt und wurden durch Behandlung mit Tierkohle und nach- 
folgender Filtration iiber Kieselgur entfairbt und die farblosen Filtrate 
mit n Bleiacetat gefallt. In orientierenden Vorversuchen wurde fest- 
gestellt, daB je nach der herrschenden Aziditaét und der erfolgten mehr 
oder minder starken Kohlebehandlung verschieden gefirbte Fallungen 
entstehen. 

In Vorversuchen konnte weiterhin festgestellt werden, daB bei der 
Fallung mit Bleiacetat vor allem auf die Aziditat sowie auf die Menge 
des Fallungsmittels geachtet werden und fiir vollstandige Farbstoff- 
freiheit der Lésung gesorgt werden muB; denn die beobachtete leichte 
Autoxydabilitat und Hygroskopizitat der Bleifallungen scheinen ihren 
Grund in den dialysierbaren Farbstoffen zu haben, insbesondere in 
dem leicht austretenden Carotin. Durch die vorausgegangene Kohle- 
behandlung und durch die nachfolgende Filtration iiber Kieselgur 
(zur Entfernung der letzten Kohleteilchen) aber wird nach der Fallung 
eine Substanz erhalten, die nach dem Trocknen farblos ist und sich 
leicht pulverisieren 1aBt. 

Die Dialysate wurden also in der angegebenen Weise vorbehandelt 
und dann mit n Bleiacetat (2 ccm auf 100 ccm Dialysat) bei einer Azidi- 
tit von pu 6 bis 6,4 tropfenweise gefallt, das Fallungsprodukt wiederholt 
auf dem Goochschen Tiegel mit Wasser gewaschen, bis das Waschwasser 
keine Reaktion mehr auf Blei gab (was nur in seltenen Fallen voll- 
standig zu erreichen war). Die Ausbeute betrug durchschnittlich 
0,1°, Bleifallung (auf feuchte Riiben berechnet) als weiBe bis gelblich- 
weiBe leicht pulverisierbare Substanz, die ohne Veranderung einige 
Monate (auch an der Luft) aufbewahrt werden konnte. Die Fallung ist 
unléslich in Wasser und Alkohol, léslich in Sauren und Laugen. 
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a) Untersuchung der Bleiacetatfallung. 

Es wurde beobachtet?!, daB selbst unter Einhaltung stets gleicher 
Versuchsbedingungen keine einheitlichen ,,Bleiwerte*’ erhalten werden 
konnten und daB die groBen Schwankungen auf das langwierige und 
schwierige Auswaschen der Niederschlage zuriickgefiihrt werden miissen. 
Das anfallende Produkt stellte also keinen einheitlichen Kérper dar 
und lieferte infolge der schwierigen Reinigung und Entfernung des 
iiberschiissigen Bleies ungenaue Werte, deshalb wurden auch _,,Blei- 
werte‘‘ nicht in Beziehung zu den P: N-Angaben gesetzt. 

Das atomare Verhaltnis zwischen P und N geht aus der folgenden 
Zusammenstellung hervor. 


Tabelle I. 


Atomverhaltnis von Stickstoff zu Phosphor. 





Substanz Mg2 P20; P Substanz n/10 Lauge N P:X 

£ £ 0 0 £ ecm 0 0 de 
0,1190 0,0188 4,21 0,0541 0,80 2.07 1:1,0 
0,1190 0,0196 4.69 0,0530 0,76 2.00 1:1.0 
0.2000 0,0138 1,92 0.0440 0,32 1.91 1:12 
0,2000 0,0140 1,95 0.0430 0,32 1,04 1:1,2 
0,2000 0,0150 2.08 0.2693 1,60 0,90 1:0,9 

Mittel: 1:1,15 


, b ' 

Wie aus den Versuchen zu ersehen ist, auBert sigh die wechselnde 
Zusammensetzung des Ausgangsmaterials in den Schwankungen der 
absoluten P- und N-Werte. Das Atomverhaltnis von P: N ist aber bei 
simtlichen Versuchen in brauchbaren Grenzen, so daB die erhaltene 
phosphorhaltige Substanz auf Grund der P: N-Relation als ein den 
Monoaminophosphatiden nahestehender Kérper betrachtet werden 
kénnte. 

Weitere Ergebnisse besagten, daB der ,,phosphorhaltige Anteil 
mit Bleiacetat in ganz schwach saurem Medium vollstandig ausfallt, 
womit zugleich wahrscheinlich gemacht wird, daB es sich bei den von 
Grafe erhaltenen Fraktionen in alkalischer Lésung nur um sehr geringe 
Mengen von Restfraktionen handeln kann, die bei der ersten Blei- 
fallung nicht erfaBt wurden oder aber bei Anwendung zu geringer 
Pb-Konzentration der Fallung entgingen. 

Bei einer Wiederholung der Grafeschen Versuche wurde die Lésung 
mit 2!/,°,igem Ammoniak versetzt und bei einer Aziditaét von px 7,4 
bis 8, also in schwach alkalischer Lésung, tropfenweise mit n Bleiacetat 
gefallt. Der hierbei entstehende Niederschlag unterschied sich schon 
auBerlich von der ersten Bleifallung dadurch, daB er weniger flockig 


1 W. Diemair, Inaug.-Diss. Miinchen, Universitat, 1931. 
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in Form einer feinen Suspension ausfiel, welche sich nur langsam zu 
Boden setzte und schwer filtrierbar war. Die iiberstehende Fliissigkeit 
war milchig triib. Nach dem Trocknen war der Niederschlag rein weiB, 
leicht pulverisierbar und an der Luft bestandig. 

Die Annahme, da in der erhaltenen Substanz Bleihydroxyd vor- 
liegen kénnte und kein von der ersten Fallung differenziertes Phos- 
phatid, wurde durch den negativen Ausfall der P- und N-Reaktion 
bestatigt. Der ermittelte Bleigehalt bei dieser Substanz stimmte mit 
dem theoretischen Wert fiir Bleihydroxyd iiberein. 

Eine fraktionierte Fdllung mit Bleiacetat erscheint demnach bei 
diesen Pflanzendialysaten unmdglich. 

Das Filtrat der Bleiacetatfillung wurde eingeengt, durch tropfenweise 
Zugabe von Schwefelséure (2 °,ig) entbleit, filtriert und mit der 2'/,fachen 
Menge Alkohol versetzt. Der entstehende flockige Niederschlag wurde 
unter wiederholtem Umriihren einige Tage stehengelassen, abfiltriert und 
getrocknet. Das erhaltene Produkt war farblos, kristallin, leicht léslich 
in Wasser, aber unléslich in organischen Lésungsmitteln. Die qualitative 
Analyse fiel positiv fiir Ca, Mg, Na, SO,4, NH,, negativ fir PO, und orga- 
nische Substanz aus. 

Das alkoholische Filtrat ergab nach dem Verjagen des Alkohols eine 
wasserige, auf Lackmus neutral reagierende Lésung, welche P- und N-frei war. 

Die Bleifallung der bei niedriger Temperatur gewonnenen Dialysate 
weicht in der Zusammensetzung ganz wesentlich von den von Granner 
und Grafe ermittelten Datenab. Esscheinen beischonendster Behandlung 
des Ausgangsmaterials keinerlei unlésliche Anteile oder aber EiweiB- 
phosphatidverbindungen auszutreten. Die fiir die P: N-Relation er- 
mittelten Zahlenwerte von 1:1 machen die Gegenwart eines dem 
Monoaminophosphatid ahnlichen Kérpers wahrscheinlich. Insbesondere 
betonen die Versuchsergebnisse die Notwendigkeit der Einhaltung 
genauester Fallungsbedingungen, weil unter diesen Umstanden saimt- 
liche phosphor- und stickstoffhaltigen Anteile durch Schwermetallsalze 
ausgefallt werden. Eine fraktionierte Fallung verschiedener Phosphatide 
wurde nicht beobachtet. 


b) Untersuchung des Dialysates. 

Die geringe Spezifitat der Metallsalzfallung im Zusammenwirken 
mit dem erfahrungsgemaiBen vernichtenden Eingriff der Schwermetall- 
salze in den Phosphatidkomplex veranlaBte dazu, in den nachfolgenden 
Versuchen diese Metallfallungen zu vermeiden und zu einer direkten 
Aufarbeitung der in schonender Weise erhaltenen Dialysate iiber- 
zugehen. 

Die Dialysate wurden nach der iiblichen Methode hergestellt 
und konzentriert, auf dem Wasserbad zur Sirupdicke eingeengt und 


naB verascht. 
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Tabelle II. Zusammensetzung des wasserigen Dialysates. 





Bezeichnung I Il Ill 
a ce oe gelb, klar gelb, klar gelb, klar 
AA: Ok ae a Ga we Se 6.6 bis 6,8 6.4 6,5 
Reaktion auf EiweiB. . . negativ negativ negativ 
Anorganische sors. om 
sure . . - schwach positiv schwach positiv 
Organisch gebundene Phi s- 
Oe a ee . positiv positiv 
Ca ee a ee ee stark positiv ” » 
. eee ae eee positiv ‘ - 
Fe. i ae? hae ea es negativ negativ negatiy 
Cl . a eee positiv positiv positiv 
SO, ee a ee ai ~ ” 
Na “ame | a a ‘ fs 
Zucker vor der Inversion 
in 100eem ... 0,58 ¢ 0,62 g 0,62 ¢ 
Zucker nach der Inversi sion 
in 100cem .. 0,87 g 0,62 ¢ 0,62 g 
Trockensubstanz in 100cem 1,53 ¢g 118 ¢ 1,20 ¢ 
Asche in 100cem.... 0,24 g O17 g 0,17 g 


Aus diesen Ergebnissen geht die GleichmabBigkeit der erfolgten 
Dialyse hervor. 

Die Gesamtphosphorséurebestimmung wurde in der na veraschten 
Substanz nach Lorenz durchgefiihrt. Die anorganische Phosphorsaure wurde 
durch Mixturfallung ermittelt (die Werte wurden auf Molybdat der Ein- 
heitlichkeit wegen berechnet), die organisch gebundene Phosphorséure 
ergab sich durch Differenzrechnung. Die Stickstoffbestimmung erfolgte 
in der angegebenen Weise. 


Tabelle III. Anorganische Phosphorséure. 





NH,).P0 Anorganischer Anorganischer Phosphor in 100 g 
Lisung “is WO Phosphor Trockensubstanz, 100 cem 
—s in 100 cem Lisung = 1,18 g Trockensubstanz 
ecm mg mg mg 
109 34,3 0,562 47,6 
100 40,6 0,666 56,4 
Mittel: 37,4 0,614 52.0 


Tabelle IV. Gesamt phosphorsaure. 





Gesamtphosphor in 100 g Trocken- 


y .PO Gess »yhospho 
Lisung NH 5. P Se : eee ae — 
ecm mg mg mg 
100 86,7 1,42 120 
100 87,6 1,44 122 
100 86,1 1,41 120 
100 88,3 1,45 123 


Mittel: 1,43 121 
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Der organische Phosphor wurde aus den Werten der Tabellen III 
und IV durch Differenzrechnung ermittelt: 0,815 mg in 100 ccm 
Lésung. 69,0 mg in 100 g Trockensubstanz (100 ccm Lésung = 1,18 g 
Trockensubstanz). 

Tabelle V. 





Stickstoffwerte. 
In 100g Trocken- 
substanz 100 ccm 
Lisung n/10 Lauge In 100 cem Lisung = 1,18 ¢ P:N 

Trockensubstanz 

ecm ecm mg N mg N 

109 0,29 0,406 34,41 

100 0,28 0,892 33,22 

100 0,27 0,378 32,04 

100 0,27 0,378 32,06 

Mittel: 0,391 32,92 1: 1,06 


Auch in diesem Dialysat wurde nochmals eine Bleifallung durch- 
gefiihrt und die erhaltene Fallung analysiert. 


Tabelle VI. 





Substanz ya, ’s ? Substanz | n/10 Lauge N | P:N 
g - %o £ | eem %6 

0,1510 0,0455 * 0,49 0,3498 0,60 0,240 1: 1,09 

0,2557 0,0920 0,59 0,2959 0,63 0,298 1:2 


Es wird gezeigt, daB zur Ermittlung der P: N-Relation die an- 
gereicherten Dialysate mit gutem Erfolg herangezogen werden kénnen. 
Wiederum geht aus den Angaben zur Geniige die Feststellung einer 
P : N-Relation von 1 : 1 hervor, und es ist damit wahrscheinlich gemacht, 
daB die bei niedriger Temperatur schonend gewonnenen Substanzen 
einem Monoaminophosphatid ahnlich sind. 


In den jiingsten Arbeiten von H. Magistris und P. Schdfer' ist ins- 
besondere den Kationen und Anionen als den Reaktionsmechanismen an 
der Zellmembrane groBe Aufmerksamkeit geschenkt worden, und sie be- 
stétigten die Ansicht anderer Pflanzenphysiologen, nach der den Salzen 
der Alkalien und Erdalkalien eine nicht unbedeutende Rolle beim Ein- 
und Austritt aus der pflanzlichen Zelle zugeschrieben wird. H.Cranner 
hatte auch bereits den Einflu8 verschiedener Salze auf die Permeabilitat 
studiert und insbesondere die Starke der Exosmose von in Wasser unléslichen 
Phosphatiden in verschiedenen Salzlésungen festgestellt. Dabei ergab sich 
eine Hemmung gemaéB der Reihe K < Mg < Ca. Nach den Arbeiten von 
V.Grafe und H. Magistris sollen Alkali und Magnesiumionen das Aus- 
treten wasserunléslicher Phosphatide aus der Zelle begiinstigen, Erdalkali- 
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ionen aber hemmen, und es soll damit die von H. Kaho! gezeigte Parallelitat 
zwischen Temperaturveranderungen und den beobachteten Alkali- und 
Erdalkaliwirkungen bestatigt werden. Weiterhin wurde die Beobachtung 
gemacht, daB ein starker Austritt von wasserunléslichen Phosphatiden 
stets von einer reichen Exosmose von Zellfarbstoffen begleitet ist. 

Es interessierten daher die in der Mohrriibe vorliegenden Mengen- 
verhaltnisse an Ca und Mg und deren Relation einerseits, andererseits 
aber die Beziehungen zwischen dem dialysierbaren Anteil und dem 
undialysierbaren Rest. 

Tabelle VII. 


Mg und Ca in der getrockneten Riibe. 





Substanz Mg» P20; Mg CaO Ca Mg: Ca 
g g 9%» ia lo 
2,0015 0,0114 0,124 0,0176 0,628 1:31 
2.0017 0,0110 0,120 0,0178 0,636 1: 3,2 


Der Wassergehalt der Riiben betrug im Mittel 92,16°,, demnach 
7,84°, Trockensubstanz. 

In den angereicherten Dialysaten wurden in derselben Weise 
Mg und Ca bestimmt und das Atomverhaltnis ermittelt. 


Tabelle VIII. 


Mg und Ca im Dialysat, 





In 100g | In 100 ¢ 


Trockensub- 
stanz 100ccm 


Trockensub- 
Stanz 100 ccm 





Lisung | Mg2P2,0;/ In 100cem Liésung=1,18g CaO In100cem Lisung=1,18g Mg: Ca 
Trocken- Trocken- 
substanz substanz 
ecm g gz Mg gz Mg g g Ca g Ca 
100 0,0229 0.0050 0.424 0.0170 0,01 22 1.030 1:15 
100 0.0166 0.0036 0.307 0.0114 0.0081 0.699 1:1.4 
109 0.0770 0.0160 1,425 0.0513 0,03 66 * 3,107 1:18 
Tabelle IX. 
Magnesium und Calcium im Dialysat. 
Bezeichnung Mg 584 Mg: Ca 
g g 
In 1000 g Ausgangsmaterial sind vorhanden . 0.0975 04927 1 : 3,066 
Davon gehen ins Dialysat .. . oo ar 0,01 21 0,0292 1: 1,474 
Dialysierbarer Anteil in%......... 12,38 5,94 


Aus dem experimentellen Befund geht hervor, daB der Austritt 
von ,,unléslichen* Phosphatiden und von Farbstoffen bei Temperaturen 


' Univ. Dorp. Inst. Bot. 18, 1924. 
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unter 10° unterbleibt, daB aber die Exosmose von Magnesium- und 
Calciumsalzen eine sehr starke ist. Die bedeutende Erhéhung des 
Austritts von Magnesiumsalzen gegeniiber Calciumsalzen wird vor 
allem an den absoluten Zahlenwerten deutlich. 

Wie die Tabelle X zeigt, betraigt der dialysierbare Anteil an Phos- 
phor etwa 8 bis 10°, des Gesamtphosphorgehalts des feuchten Riiben- 
materials. 

Tabelle X. 





Gesamtphosphor  _Dialysierbar Gesamtphosphor 


Bezeichnung 
mg mg P 0/5 


100 g feuchte Riiben enthalten . 1,7 0,2 8,6 


Die erhaltenen Analysendaten fiir die durch Dialyse gewonnenen 
und durch Schwermetallsalze ausgefallten Phosphatide sowohl, wie die- 
jenigen der Dialysate selbst, sprechen zwar fiir ein konstantes P : N- 
Verhaltnis, doch scheint eine Bestatigung fiir die Einheitlichkeit eines 
Phosphatids erst dann als gegeben, wenn die Identifizierung der Spalt- 
produkte gelungen ist. 

Um aber die einzelnen Komponenten isolieren zu kénnen, waren die 
Ausbeuten zu gering. Vergleichsweise sei allerdings erwahnt, daB nach 
Grafe und Magistris Bleifaillungen in geniigender Menge durch Fallung 
in schwach ammoniakalischer Lésung zu erhalten waren, daB aber 
diese Substanzen zum gréBten Teil mit Bleihydroxyd verunreinigt 
sind und daher fiir eine weitere Aufarbeitung nicht in Frage kommen. 

Magistris und Schdfer nehmen zur Vermehrung der Phosphatid- 
ausbeute an Stelle von Wasser eine ganz schwache Lésung von Alkohol 
und fallen das Phosphatid mit einem organischen Lésungsmittel. 


II . Darstellung von Phosphatiden der Mohrriibe durch Dialyse gegen Alkohol 
und Fdllung mit einem Gemisch Methylacetat-alkohol. 
a) Untersuchung des Dialysates. 

In Weiterverfolgung des Magistrisschen Versuchs wurden die 
Mohrriiben (3,4 kg) in bekannter Weise gegen eine alkoholische Lésung 
(bestehend aus 28 cem Athylalkohol und 20 cem Caprylalkohol, gelést 
in 1 Liter destilliertem sterilen Wasser) dialysiert; Dauer der Dialyse 
72 Stunden. 

Zum Unterschied von den friiher gewonnenen Lésungen waren 
die nunmehr hergestellten Lésungen olivgriin gefarbt, klar und nur von 
kleinen Zellpartikelchen durchsetzt. Eine triibende Suspension war 
nicht wahrnehmbar. Das Dialysat wurde nach erfolgter Filtration 
im Vakuum bei 24 bis 26°C eingeengt. Das erhaltene Konzentrat 
stellte nach einer nochmaligen Filtration iiber ein E. K.-Filter eine 
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klare, deutlich gefarbte Lésung dar, welche unverandert einige Wochen 
im Eisschrank aufbewahrt werden konnte. Die Loésung reagierte gegen 
Lackmus neutral und zeigte einen pg-Punkt von 5,0, war also schwach 
sauer und schéiumte wenig. Die EiweiBreaktionen fielen schwach 
positiv aus. 

Vergleichsweise wurde die Lésung wie die friiheren Dialysate 
aufgearbeitet und die hierbei ermittelten Befunde in Tabelle XI 
zusammengefaBt. 

Tabelle XI. 





Phosphorgehalt des alkoholischen Dialysates 


Gesamtphosphorsiéure Anorganische Phosphorsiure 
Lisung 7 in 100 g Trocken- na in 100 g Trocken- 
in substanz, 100 cem in substanz, 100 cem 
MgP20; | 100cem =Lésung=6,99g | MEP297 joOOcem | Lisung = 6,99 ¢ 
| Trockensubstanz Trockensubstanz 
cem g g g g g g 
20 0,0342  0,0476 0,682 0,0330 0.0460 0,656 
20 0,0336  0,0468 0,670 0,0336 0,0468 0,669 
20 0,0338 | 0,0471 0,674 — 
Mittel: 0.0338 0,0472 0,675 0,0315 0,0464 0,663 


An organisch gebundener Phosphorsdure wurde durch Differenz- 


rechnung gefunden: 
Tabelle XII. 





2 
. In 100 g Trockensubstanz, 100 ecm 
In 100 cem Lisung = 6,99 g Trockensubstahz 
£ 4 
0,00 320 0,012 


Tabelle XIII. 
Stickstoffgehalt des alkoholischen Dialysates. 











N N in 100 g Trockensubstanz, 
Dialysat n10 Lauge in 100 ecm 100 cem Lisung = 6,99 g = 
Dialysat Trockensubstanz P:N 
cem ecm g £g 
D5 ee z r ; 
Dom items | aes | (0188 2,06 1: 94,1 
= 6,25cem Dialysat | 
dasselbe 6,43 0,144 2,06 1: 94,1 
Tabelle XIV. 
Magnesium- und Calciumgehalt des alkoholischen Dialysates. 
Mg in 100g Ca in 100g 
Mg in Trockensubstanz, Ca ir Trockensubstanz, 
ialvse »P.0-) ? ! 00 ce ds Cat a in 00 ce Fit, 
Dialysat Mg» P20; mal 1 ay — 10 | seecem| * poms tg Mg : Ca 
Trockensubstanz Trockensubstanz 
ecm £ £ £ a £ 
50 0,0264 0,0115 0,165 0,0278 0,0397 0,568 ':33 
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Tabelle XV. 


Vergleich des wasserigen D, mit dem alkoholischen Dialysat beziiglich P und N. 








100 ecem Dialysat enthalten 100g Trockensubstanz enthalten 
re » Organ. Anorgan. - ‘Organ. Anorgan. 7 or 
Bezeichnung . Pe N ? . E N en 
mg mg mg £ g g 


100 cem Lésg. 1,18 g Tr.-S. 
Wasseriges Dialysat 0,815 0,614 0,391 0,069 0,052 0,083) 1:14 
100 cem Lésg. — 6,99 ¢ Tr.-s. 
Alkoholisches —, 3,200 46,4 144 0,012 0,663 2.060 '1:94.1 


Tabelle XVI. 
Vergleich des wasserigen D. mit dem alkoholischen Dialysat beziiglich Mg 
und Ca. 





100 cem Dialysat 100 g Trockensubstanz 
enthalten enthalten 
Bezeichnung mg g Mg: Ca 
‘i. nik SS = fae eee we 
100 cem Lésung = 1,18 ¢ 
Trockensubstanz 
Wasseriges Dialysat. . 5,0 12,2 0,424 1,03 8:35 


100 cem Lésung = 6,99 ¢ 
Trockensubstanz 
Alkoholisches Dialysat 11,5 39,7 0,165 0,568 1:21 


Wie die vorstehenden Analysendaten zeigen, wurden bei dieser 
Darstellungsweise Dialysate erhalten, welche in ihrer analytischen 
Zusammensetzung grobe Abweichungen von den wdsserigen Konzentraten 
aufwiesen. Der hohe N-Gehalt deutet einwandfrei auf den Austritt 
von EiweiB und eiweibihnlichen Substanzen hin, welche infolge der 
durch Zugabe von organischen Lésungsmitteln hervorgerufenen er- 
héhten Zellwanddurchlassigkeit leichter austreten. Dies gilt insbesondere 
auch fiir den Austritt von anorganischen Phosphaten, welche bei diesem 
Versuch 98,50°% der gesamtdialysierbaren Phosphorsaéure betragen, 
wahrend bei der gewohnlichen Dialyse gegen Wasser vom dialysierbaren 
Gesamtphosphat nur 43,00°, dem anorganischen Anteil zugehdéren. 
Die Gegenwart der Nichtelektrolyte (Alkohole), welche ja bekanntlich 
férdernd auf die Exosmose bei der pflanzlichen Zelle wirken, aubert 
sich nicht allein in einem gesteigerten EiweiBaustritt, sondern vor allem 
auch in einer zunehmenden Exosmose von anorganischen Salzen, 
insbesondere von Mg- und Ca-Phosphat. Die Werte fiir P in organischer 
Bindung andern sich kaum nennenswert. Da die erhaltenen Dialysate 
klar waren und keine triibende Suspension festgestellt werden konnte, 
so ist mit Sicherheit der Nachweis fiir die Abwesenheit sogenannter 
,,wasserunléslicher** Phosphatide erbracht. Der zunehmende Austritt 








A 
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von Zellfarbstoff wurde eingangs bereits erwahnt. Die mit Athyl- 
Caprylalkohol erhaltenen Dialysate unterscheiden sich gegeniiber 
den rein wasserigen ganz erheblich dadurch, daB diese reich an an- 
organischen Salzen und mit EiweiB verunreinigt sind. Der dialysierbare 
Anteil an organischem Phosphor bleibt gleich gegeniiber dem der 
wasserigen Dialysate. 


b) Untersuchung des Phosphatids. 

Da eine Ausfaillung mit Schwermetallsalzen einen Eingriff in den 
Phosphatidkomplex darstellt, erfolgte die Fillung mit einem gebrauch- 
lichen Lecithinfallungsmittel, mit Methylacetat. Magistris und Schdfer 
benutzten zur Fallung Methyl-Athylalkohol. 

Bei dieser Methode wird selbstverstandlich die gréBte Menge der 
anwesenden anorganischen Mineralstoffe mit ausgefallt, welche sich 
nur schwer selbst durch mehrmaliges Umfallen beseitigen lassen. 

Erhalten wurden aus 150 ccm Dialysat: 0,8 g im Vakuum getrock- 
nete Substanz, also 0,53°%. Diese Zahlen zeigen schon, daB durch diese 
Fallung gegeniiber den friiheren Untersuchungen mengenmaBig mehr 
Substanz gewonnen wird, ohne aber die fiir eine weitere Aufspaltung 
not wendige Ausbeute zu erreichen. 


Tabelle XVII. 


Analyse des ausgefallten Phosphatids. 





| Gesamt- 
Substanz Mg,P,0; aa 


phosphor Substanz n/10 Lauge N P:N Glucose 
g g 9 g ecm 0), %lo 
0,2012 0,040 5,54 0,2212 1,98 1,25 1:05 16,96 


0,107 g Substanz wurden 5 Stunden mit 10°, iger Schwefelsiure 
am RiickfluB gekocht, die Lésung auf 100 ccm aufgefiillt, der Zucker 
nach Kjeldahl- Bertrand bestimmt und dabei 16,96°, Zucker (als 
Glucose berechnet) gefunden. 

Ein Abbau des Phosphatids konnte auch hier infolge Material- 
mangels nicht durchgefiihrt werden. 

Es war aber von Interesse, festzustellen, ob das Filtrat der Methyl- 
acetatfaillung noch phosphor- und stickstoffhaltig war und ob durch 
tropfenweise Zugabe von CaCl, eine Fallung nach Magistris erreicht 
werden kénnte, eine Fallung, die ihrerseits ein anderes Phosphatid 
reprisentieren sollte. Zu diesem Zweck wurden von den erhaltenen 
600 ccm Filtrat zweimal je 100ccm auf dem Wasserbad eingeengt, 
hierauf naB verascht und der Phosphor nach Lorenz-Schmitz bestimmt. 

In beiden Fallen ergab die Molybdanfallung keinen Niederschlag. 
Damit war der Beweis fiir die P-Freiheit gegeben. 
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Es wird also mit Methylacetat ahnlich wie bei der Fallung von 
phosphatidhaltigen Losungen mit Bleiacetat in schwach saurer Lésung 
der ,,phosphorhaltige‘‘ Anteil niedergeschlagen, so daB auch bei dieser 
Methode eine fraktionierte Fallung und Trennung von Phosphatiden 
in Frage gestellt ist. 

Anders lagen die Verhiltnisse beim ,,stickstoffhaltigen’‘ Anteil. 
Das Filtrat der Methylacetatfallung war noch reich an stickstoffhaltigen 
Stoffen, was bei dem hohen Gehalt des Dialysats an stickstoffartigen 
Stoffen von vornherein ziemlich naheliegend war. 100 ccm Lésung 
verbrauchten 10,93ccm n/10 Lauge, entsprechend einem Stickstoff- 
gehalt von 15,37 mg N. 

Zusammenfassung. 


Das experimentelle Material fiihrt zu der SchluBfolgerung, daB 
bei der Dialyse von Mohrriiben gegen Wasser mit Schwermetallen 
fillbare Stoffe austreten, welche organisch gebundenen Phosphor 
und Stickstoff enthalten und zwar in einem Verhaltnis von 1:1. Diese 
P: N-Relation wurde auch in dem nicht vorbehandelten eingeengten 
Dialysat ermittelt. Das von H. B. Cranner und V.Grafe unter den- 
selben Bedingungen festgestellte P:N-Verhaltnis von 1:2  bedarf 
wahrscheinlich einer Korrektur. Da die ermittelte P : N-Relation von 
1:1 sich gut mit den von V.Graje identifizierten Spaltungsprodukten 
eines Menoaminophosphatids deckt, so mufi angenommen werden, 
daB Grafes Analysenmaterial nicht einheitlich oder mit EiweiBstoffen 
und anderen stickstoffhaltigen Substanzen verunreinigt war. 

Die Feststellung, daB die Bleifallung sogenannter ,,wasserléslicher“‘ 
Phosphatide auch als farblose, leicht pulverisierbare, nicht hygro- 
skopische, lingere Zeit haltbare Substanz erhaltlich ist, steht nicht in 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der genannten Autoren. 

~ Die Darstellung verschiedener Bleiphosphatide durch Anderung 
des Saéuregrades des Dialysats muB in Zweifel gezogen werden. 

Trotz des konstant ermittelten P: N-Verhaltnisses 1:1 ist eine 
Beweisfiihrung fiir die Existenz eines Monoaminophosphatids nicht 
geniigend iiberzeugend. Es muB aber angefiihrt werden, daB die 
Identifizierung der gefallten Substanz nicht durchgefiihrt werden 
konnte, weil die zu einer Aufspaltung erforderliche Mindestmenge von 
50 g Bleiphosphatid (etwa 20g Phosphatid) die Verarbeitung von so 
groBen Mengen pflanzlichen Ausgangsstoffes vorausgesetzt hatte, 
wie sie laboratoriumsmaBig nicht hatte bewaltigt werden kénnen. 

An Stelle der Dialyse gegen Wasser und der darauffolgenden 
Schwermetallsalzfallung eine Dialyse gegen alkoholische Lésungen 
und eine Fallung mit organischen Lésungsmitteln einzusetzen, kann 
auf Grund der experimentellen Ergebnisse nicht befiirwortet werden; 








Ig 


Pflanzliche Phosphatide und Lecithine. LI. 211 


denn unter diesen Bedingungen wird wohl die Zellwanddurchlassigkeit 
gegeniiber Eiweibstoffen, Kohlenhydraten, Farbstoffen, Pflanzen- 
séuren und anorganischen Salzen ganz betrachtlich erhéht, gegeniiber 
den ,,Phosphatiden™ aber nur zum geringeren Teil. 

Der mit organischen Lésungsmitteln fallbare Anteil stellt ein 
Gemisch von Kohlenhydraten, Eiweibstoffen, anorganischen Salzen 
(Mg und Ca) u.a. dar, welches in geringer Menge ,,phosphorhaltige* 
Stoffe eingeschlossen halt. 

Auf Grund des experimentellen Befundes kann also bestatigt 
werden, daB die Ausbeute an ,,faillbarer Substanz* gegeniiber der durch 
Dialyse gegen Wasser und mit Blei faillbaren Substanz gesteigert wird, 
doch muB der RiickschluB, es lagen in dieser Substanz  ,,genuine, 
wasserlésliche, intakte Phosphatide vor‘‘ unseres Erachtens noch eine 
weitere Stiitze erhalten. 





14* 











Der Einflu6 von SiiGstoff auf Biokatalysatoren (Vitamine, 
Enzyme u. a.) und Stoffwechselvorginge. I. 


Von 


B. Bleyer und F. Fisehler. 


(Mitteilung aus dem Universitéts-Institut und der Deutschen Forschungs- 
anstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 4. Juni 1931.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Uber SiiBstoff (Saccharin) liegt ein umfangreiches Schrifttum vor, 
das pharmakologische, toxikologische, kiichen- und kochtechnische, 
Geschmacks- und dergleichen Fragen behandelt, aber einige fir die 
Beurteilung des praktischen Gebrauchs des SiiBstoffs noch wesentliche 
Einzelpunkte sind wenig erértert. Hierher gehéren unter anderem: 

Ist der SiBstoff gleichgiiltig gegen Vitamine, schidigt er diese 
oder schiitzt er sie vielleicht ? Dabei sind die praktischen Verhaltnisse 
(Technik der Konservierung u,a.) mit zu beriicksichtigen. Begiinstigt 
oder schadigt SiiBstoff die enzymatischen Vorgiange, vor allem die der 
Amylasen, Lipasen, Proteasen, Proteinasen ? 

In einigen kurzen Berichten sollen die Ergebnisse der darauf 
gerichteten Untersuchungen mitgeteilt werden. 








I. Einflu8 von Siiéstoff hinsichtlich Gleichgiltigkeit bzw. Schidigung bzw. 
Schutz von Vitaminen. 


2 iihaabits ne 


Die Versuchsanstellung und das Ergebnis laBt sich ohne weiteres 
aus den Bemerkungen zu den Kurvenbildern entnehmen. 
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Kontrollen: Gemischte Pflanzenkostfiitterung mit komplettem 
EiweiBgehalt ; gemischte pflanzliche und tierische Kost (Abb. 1 und 2). 
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Abb. 2. 


Versuche: Kiinstliche Rachitis (Abb. 3). Verhinderung der 
kiinstlichen Rachitis durch Beifiitterung des Vigantolminimums 
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(Abb. 4). Verhinderung der kiinstlichen Rachitis durch Beifiitterung 
des Vigantolminimums; SiiBstoffbeigabe stért die Vigantolwirkung 
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nicht (Abb. 5). Allgemeine Avitaminose (Abb.6). Verhinderung 
der allgemeinen Avitaminose durch Beigabe von Vitamintragern zur 
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ing Kost (Citronensaft, Vigantol, Hefe) (Abb. 7). Verhinderung der all- 
ing gemeinen Avitaminose durch Beigabe von Vitamintragern (Citronensaft, 
Vigantol, Hefe); SiiBstoffbeigabe stért die Vitaminwirkung nicht 
(Abb. 8). 
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Abb. 7. 
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SchluBfolgerung. 


SiiBstoff (Saccharin) zeigte bei der Versuchsanstellung keine 
schadigenden Einwirkungen auf die Funktion von Vitaminen 








Uber die Bestimmung und Trennung der Phosphorsiure 
bei Gegenwart von Inositphosphorsiure. 


Von 
B. Bleyer, F. Fisehler und G. Schenck. 


(Aus dem Universitéts-Institut fiir Pharmazeutische- und Lebensmittel- 
chemie und der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1931.) 


Bei der Wichtigkeit des Phosphorstoffwechsels in der Pflanze und 
beim Tiere sind genaue Bestimmungsméthoden des P O,-Ions eine wichtige 
Forderung. Fiir manche Fille ist diese noch nicht erreicht. Das zeigt 
am deutlichsten ein Blick auf die in der Literatur niedergelegten, von 
sehr verschiedenen Voraussetzungen ausgehenden Phosphatbestimmungs- 
methoden, die im einzelnen hier nicht aufgezihlt werden sollen, weil 
die Verschiedenheit der Phosphatbestimmung vielfach durch das 
Substrat und spezielle Fragenstellungen bedingt ist. Die Tatsache aber, 
daB es eine ganze Anzahl] von Phosphorsiure-Bestimmungs- und 
-Trennungsmethoden gibt, ist wohl der sicherste Ausdruck dafiir, daB 
die Methodik noch nicht durchweg befriedigt. 

Da uns Fragen des Phosphorstoffwechsels schon seit langerer 
Zeit beschaftigen, sind uns auch mit Bezug auf den Pflanzenstoff- 
wechsel die Inositphosphorsaureester wichtig geworden. In der Pflanzen- 
biologie besteht dariiber kaum ein Zweifel, daB fiir die Assimilation, 
die Weiterbehandlung der Assimilate und auch fiir die Umsetzungen 
des Phosphorséureanteils in der Pflanze die Inositphosphorsaureester 
von besonderer Bedeutung sind!. Da auch die Ansicht eines Zusammen- 
wirkens von Vitamin- und Mineralstoffwechsel zur Erérterung steht, 
interessierte uns die Frage einer etwaigen Parallelitaét zwischen dem 


1 Zusammenfassung bei B. Bleyer u. F. Fischler, ,,.Die Tierernéhrung“‘ 
1, Heft 1, 88—103, 1929. 
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Vorkommen der Inositphosphorsaureester und dem Vitaminfaktor A 
in Pflanzen. Die Auswahl der Pflanzen in dieser Hinsicht geschah 
hauptsachlich nach den Feststellungen von A. Scheunert!. Vom bio- 
logischen Standpunkt aus ware es erwiinscht, auBer Nahr- und Futter- 
pflanzen auch andere Pflanzen zu untersuchen, die aus geschmacklichen 
und anderen Griinden als Lebensmittel nicht verwendbar sind. 

Da die niederen Inositphosphorsaéureester sehr reaktionsfahig 
und im Stoffwechsel wahrscheinlich die wesentlichen Umsetzungs- 
formen der sogenannten ,,Phytine“ sind, so ware es zu einer vollstandigen 
Beantwortung der vorliegenden Frage vor allem notwendig, das Vor- 
kommen dieser hydrolytisch aufgespaltenen Ester im  Pflanzen- 
organismus zu studieren. Eine Methcde, sie aus Gemischen zu _ be- 
stimmen oder zu isolieren, ist bisher noch nicht gefunden worden. 

Nach R. J. Anderson? findet die Spaltung des Hexaphosphorsaure- 
esters (,,Phytin“)*® durch die Phytase vermutlich iiber eine Reihe von 
niedrigeren Zwischenprodukten statt. Es erschien nicht unwahrschein- 
lich, durch das Studium der Phytasewirkung einen AufschluB iiber das 
Vorkommen der niederen Ester zu erhalten. 

Dieser Untersuchungsweg wurde daher zunachst beschritten. 
Unter den von H. Liiers und J. Malsch* angegebenen optimalen 
Wirkungshedingungen fiir die Phytase wurde bei einer Anzahl Pflahzen 
die Abspaltung des PO,-lons untersucht. Die Auswahl der Pflanzen 
wurde so getroffen, daB Pflanzen mit ,,.ehr gutem‘, ,,gutem“ und 
,geringem® Vitamin-A-Gehalt gepriift wurden, ferner, daB morpho- 
logisch verschiedene Organe: Blatter, Friichte, Sprosse und verschiedene 
Pflanzentypen: Autotrophe und Heterotrophe (Pilze) zur Verfiigung 
standen. 

Die Feststellung, daB unter optimalen Wirkungsbedingungen der 
Phytase eine PO;’- Abspaltung eintritt, kann allerdings nur orientierenden 
Charakter haben. Denn nach den Angaben von H. Liiers und L. Malsch® 
haben andere PO,’ abspaltende Enzyme des Malzes teils ahnliche 


1 4. Scheunert, Der Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel. 
Berlin 1929. 

2 R. J. Anderson, Journ. of biel. Chem. 20, 463, 1915. 

3 ..Phytin“ ist eine warenzeichenrechtlich geschiitzte Handelsbezeich- 
nung fiir Inosit-hexa-phosphorséure und deren Verbindungen (z. B. Ca-Mg- 
Inosithexaphosphat). Im Schrifttum werden gelegentlich der Abkiirzung 
halber, aber eigentlich widerrechtlich, ahnliche Stoffe als .,Phytine* be: 
nannt. Um mit diesen den Zusammenhang herzustellen, miissen wir eben- 
falls die Worte ,,Phytin** — Ca-Mg-Inosithexaphosphat und ,,Phytine* 

im wesentlichen durch Hydrolyse chemisch oder biologisch (enzymatisch) 
entstehende niedere Inosit-Phosphorséureester bzw. deren Salze, gebrauchen. 

* H. Liters u. M. Malsch, Wochenschr. f. Brauerei 23./24. Juni 1927. 


5 le. 
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Temperaturoptima, teils ahnliche py-Optima, so daB eine  starke 
PO;'-Abspaltung auch durch additive Wirkung dieser Enzyme zustande 
kommen kann. Durch solche Untersuchungen konnten aber diejenigen 
Pflanzen und Pflanzenorgane ausgeschieden werden, bei denen nur eine 
geringe PO, -Abspaltung eintrat. 

Bei den Bestimmungen muBten fiir die Ausfallung des PO,-Ions 
Pflanzensaéfte herangezogen werden. Da diese aber viele Beistoffe 
aufweisen und damit die Méglichkeit von Stérungen gegeben war, 
wurden zunachst Modellversuche angestellt, in denen bei Gegenwart 
von Rohrzucker, EiweiB, Glycerinphosphorséure und ,,Phytin‘ das 
PO,-lon bestimmt wurde. 

Diesen Modellversuchen lag eine wasserige Lésung von sekundarem 
Natriumphosphat zugrunde, deren PO,'-Gehalt nach B. Schmitz! 
bestimmt war. Der ,,Phytin‘‘-Zusatz erfolgte mit einem handelsmaBigen 
,,Phytin“, dessen Gehalt an praformiertem anorganischem Phosphat im 
Vorversuch festgestellt war. 

Zunachst wurde untersucht, ob das ,,Phytin‘’ auch bei Gegenwart 
von Zucker und EiweiB mit Magnesiamixtur nach Schmitz quantitativ 
gefallt wird. 

a) Eine genau gewogene Menge ,,Phytin‘* wurde nach A. Newmann * 
naB verascht, die erhaltene Séurelésung nach Schmitz gefallt, der Nieder- 
schlag durch Umfillen mit Ammmoniummolybdat gereinigt, hierauf noch 
einmal nach Schmitz gefallt und gewogen. 

b) Eine genau gewogene Menge ,,Phytin*‘ wurde mit Hilfe von etwas 
Salzséure in Wasser gelést und bei Gegenwart von 0,5 g HiihnereiweiB 
und 10 g Rohrzucker auf 100 cem Wasser nach Schmitz gefallt (die Lésung 
blieb vor der Fallung 1 Tag stehen). Der Niederschlag wurde nach Neumann 
verascht und wie oben weiterbehandelt. 


Tabelle I. 





. a PO, PO, 
ai : - ~ ; . %l0 
— i , { 0,2416 0,1523 63,02 
Direkte \ eraschung 5 4 5% #9 ee 0.2985 0.1831 61.37 
, 7 | 0,2391 0,1516 63,39 
Veraschung nach der Mg-Fillung . 0.2342 0.1510 64°46 


Aus diesen vier Versuchsergebnissen folgte, daB ,,Phytin* auch 
bei Gegenwart von Rohrzucker und HiihnereiweiB mit Mg-Mixtur 
quantitativ gefallt wurde. 


1 B. Schmitz, Zeitschr. f. analyt. Chem. 46, 512, 1906. 
2 A. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 115, 1903. 
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AnschlieBend wurden Versuche unternommen, die Trennung des 
»,Phytins** von der anorganischen Phosphorséure nach Adler nachzupriifen. 
Zu einer bekannten Menge der Natriumphosphatlésung wurde eine ge 
wogene Menge ,,Phytin** und zu dessen Lésung etwas Salzséure hinzu- 
gegeben. Das anorganische und das organische Phosphat wurden nach 
Schmitz gemeinsam bei Siedetemperatur gefallt, der Niederschlag abfiltriert, 
mit 2!/,°,igem Ammoniak gewaschen und im Séuregemisch nach Lorenz 
gelést. Dann wurde nach Adler das PO,-Ion abgetrennt. Da diese Modell- 
versuche zur Anwendung auf Fallungen aus Pflanzensaéften angestellt 
wurden, so wurde auch bei diesen Faéllungen aus wasseriger Lésung eine 
Umfallung zur Reinigung vorgenommen. Es wurde terner zur méglichsten 
Schonung des organischen Phosphats versucht, die Fallungstemperatur 
noch weiter zu erniedrigen, als dies schon Adler getan hat, wobei die Mg- 
Mixturfallungen nach Schmitz bei 50°, die Fallungen nach Lorenz bei 30° 
im Wasserbad vorgenommen wurden. SchlieBlich wurde die Trennung 
und Bestimmung des PO{’ auch noch bei Zusatz von 0,05 g HiihnereiweiB 
und 10g Rohrzucker zu 100 cem Faéllungsansatz versucht. 


Tabelle II. 


Fallungen bei 100 bzw. 50°. 





ms »Phytin*- Theoretischer 


zusatz Eiweib Wert Gefundener Wert Differenz * 
s + Zucker mg ing 9/5 PO, 
_— _— 77.6 77,9 ‘ + 0,3 
0,2 — 88,0 87,2 — 1,0 
0,2 — 87,7 87,7 , 

0,2 + 81,6 82,2 ! + 0,5 
0,2 + 81,6 82.0 +05 


* Die Differenzwerte sind iiberall abgerundet. 


Tabelle Ill. 


Fallungen bei 50 bzw. 30°. 





~Phytin"zusatz Theoretischer Wert Gefundener Wert Differenz 
g mg mg ; %%) PO, 

— 77,5 77,6 + 0,1 

_ 78,2 78,9 + 1,0 

0,05 78,6 79,0 + 0,5 
0,05 78,7 78,5 — 0,2 
0,10 78,5 80,1 + 2,0 
0,10 78,5 89,9 + 3,0 
0,50 87,6 87,7 + 0,1 
0,50 87,7 87,8 + 0,1 


Die Versuche zeigten, daB eine Trennung nach Adler bei der von 
diesem Autor angegebenen und auch bei tieferer Temperatur gut 
durchfiihrbar ist, weiterhin, daB die gravimetrische Bestimmung nach 
Schmitz mit der nach Adler abgetrennten anorganischen Phosphorsaure 
gut iibereinstimmende Werte liefert. 
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Da diese Bestimmungsform ziemlich zeitraubend ist, war es er- 
wiinscht, noch andere Bestimmungsméglichkeiten fiir das ausgefallte 
anorganische Phosphat zu untersuchen. 


Bestimmung des P 0,-Ions durch Titration nach Neumann-Gregersen'. 


10 cem der Natriumphosphatlésung wurden mit steigenden Mengen 
..Phytin’ versetzt, zur Lésung etwas Salzséure hinzugefiigt und mit Mg- 
Mixtur nach Schmitz gefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit 
21/,°,igem Ammoniak gewaschen, im Saéuregemisch nach Newmann gelést 
und mit 10°,igem Ammoniummolybdat bei 50° gefallt. Das ausgefallte 
anorganische Phosphat wurde nach Newmann weiterbehandelt. 


Tabelle IV. 


f+ . ee . > oa 
Ubersicht tiber die nach Newmann gefundenen Werte. 





~Phytin*zusatz| Theoretischer Wert Gefundener Wert Differenz 
£ mg mg %> P20; 

0,085 53,1 52,3 — 1,6 
0,098 53,2 51,3 — 4,0 
0,190 55,2 51,7 — 6,0 
0,190 55,2 53,3 — 4,0 
0.212 55,4 52,2 — 7,0 
0,224 55,5 52,4 — 50 
0,459 59,9 56,4 — 6,0 
0,529 60,6 54,4 — 10,0 


Die Bestimmung des anorganischen Phosphats nach Gregersen-Newmann 
ergab bei allen Analysen Unterwerte von etwa 6°,. Eine ahnliche Fest- 
stellung hat schon friiher Heuwbner® gemacht, der angibt, bei den Be- 
stimmungen nach Neumann-Gregersen Unterwerte von etwa 3°, gefunden 
zu haben. Er halt es fiir notwendig. mit einem héheren Faktor zu multi- 
plizieren, als Newmann-Gregersen angaben. Von einer weiteren Verwendung 
dieser Bestimmungsmethode sahen wir daher fiir unsere vorliegenden 
Versuche ab. 


Bestimmung durch Fillung und Wigung nach Lorenz. 


Eine bestimmte Menge ,,Phytin** wurde zur Natriumphosphatlésung 
hinzugegeben und mit etwas Salzséiure und Zusatz von Wasser auf 50 ccm 
gelést. Anorganisches und organisches Phosphat wurden mit Mg-Mixtur 
nach Schmitz gemeinsam gefallt, der Niederschlag abfiltriert, mit 2'/,°,igem 
Ammoniak gewaschen, im Séuregemisch nach Lorenz gelést, genau nach 
der Vorschrift von Lorenz mit Ammoniummolybdat gefallt und gewogen. 
Die Faéllungen wurden bei verschiedenen Phosphat- und ,,Phytin‘‘-Kon- 
zentrationen ausgefiihrt, um festzustellen, bei welcher Phosphatkonzentra- 
tion diese Methode die sichersten Werte liefert. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 453. 
2 W. Heubner, diese Zeitschr. 64, 393, 1914. 
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Tabelle V. 
Ubersicht iiber die nach Lorenz gefundenen Werte. 
g 





~Phytin*zusatz Theoretischer Wert Gefundener Wert Ditterenz Differenz 
g mg mg mg 0 
0,05 23,81 23,40 — 0,41 —1,8 
0,05 23,84 23,57 — 0,27 —1,2 
0,05 23,81 23,41 — 0,40 —1,8 
0,05 23,82 23,68 — 0,14 - 0,7 
0,05 23,81 23,40 — 0,41 1,8 
0,05 23,81 23,32 — 0,49 2,0 
0,05 39,32 38,40 — 0,92 2,2 
0,05 39,14 38,25 — 0,89 — 2,0 
0,05 39,32 38,51 — 0,81 - 2.0 
0,05 39,32 38,38 — 0,94 20 
0,05 78,09 75,29 — 2,80 — 3.5 
0,05 78,09 75,29 — 2,80 — 3,5 


Die durch Trennung nach Adler! und Bestimmung nach Lorenz* 
erhaltenen Werte zeigen bei einer Konzentration von etwa 20 mg P,O; 
im Lorenzschen Fallungsansatz einen konstanten Unterwert von fast 
2% P,O;. Mit steigender Konzentration an P,O,; steigen auch diese 
Unterwerte. 

Aus dem Vergleich der bisher angewandten Bestimmungsmethoden 
geht hervor, daB die Bestimmung des anorganischen Phosphats nach 
Schmitz bei Gegenwart von ,,Phytin’' die genauesten und zuverlassigsten 
Werte liefert. Bei der Bestimmung nach Lorenz muB man bei Anwesen- 
heit von etwa 20 mg P,O; im Fallungsansatz mit einem Fehler von fast 
2% rechnen, wenn das Phosphat bei Gegenwart von ,,Phytin™ gefallt 
wird. Dagegen hat diese Methode den Vorzug, daB sie sich in wesentlich 
kiirzerer Zeit ausfiihren laBt als die Methode nach Schmitz und als die 
nach Newmann-Gregersen. Nach diesen Ergebnissen eignete sich fiir 
unsere Versuche am besten die Methode nach Lorenz, die weiterhin 
stets angewandt wurde. ; 

Da die Glycerinphosphorsiure ein haufiger Begleiter der Inosit- 
phosphate ist, muBte auch ihr EinfluB auf die Fallung der anorganischen 
Phosphorséure bei Gegenwart von ,,Phytin“ studiert werden. (Heubner 
gibt an, daB die Glycerinphosphorsaure allein die Fallung von Phosphat 
nicht stért.) 

Es wurde mit einer Glycerinphosphorséure von bekanntem Cehalt 
gearbeitet, deren Verhalten dem Saéuregemisch nach Lorenz gegeniiber 
zunéchst untersucht wurde. Eine genau gewogene Menge Glycerinphosphor- 
séure wurde direkt nach Lorenz gefallt, nachdem sie 1 bis 6 Tage im Fallungs- 
medium nach Lorenz gestanden hatte, um die Méglichkeit einer Aufspaltung 
der Glycerinphosphorséure zu erfahren. 


1 Diese Zeitschr. 75, 319, 1916. 
2 Siehe Zeitschr. f. Nahr.- u. GenuBmittel 17, 446, 1909. 
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T'abelle V1. 





In 100 g Glycerinphosphorséiure waren enthalten: 


entsprechend 


praformiertes Glycerin- 
nach phosphorséure 
P20 OJ, 
1 tagigem Stehen 3,781 18,27 
2 S ‘ 3,824 18,16 
ons 3,830 18,15 
es a 3,935 17,90 


Somit findet im Faéllungsmedium nach Lorenz nur eine sehr langsame 
Zersetzung der Glycerinphosphorséure statt. 


Weiterhin wurde die Ausfallung der anorganischen Phosphorséure 
bei Gegenwart von ,,Phytin’ und Glycerinphosphorsaéure untersucht, 
wobei das PO,-Ion nach Lorenz gefallt und bestimmt wurde. 


Tabelle VII. 


Ubersicht iiber die gefundenen Werte. 





Standardlésung ie ale baal i 
e-Phosphat) | Paytins | ppoaphormure | “Wer” | Wert 8 | Ditferen 
mg mg mg mg mg 9/9 

19,38 — 495.4 38,12 38,02 + 0.6 
19,38 — 541,0 89,03 39,73 — 2,0 
19,38 50,0 134,6 25,18 24,94 + 1,0 
19,38 50,0 126.4 25,14 24,69 + 2,0 
19,38 50,0 515,2 39,21 39,26 — 0,2 
19,38 50,0 518,0 39,18 39,39 + 0,5 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Ausfaillung der an- 
organischen Phosphorsiure nach Lorenz durch eine etwa 18°%ige 
Glycerinphosphorsaure bei gleichzeitiger Anwesenheit von etwa 0,05 g 
,,Phytin** in keiner Weise gestért wurde. 

Nunmehr wurden die Modellversuche auf die Fallung von PO,-Ion 
aus Pflanzensaéften ausgedehnt. Im Modellversuch kamen folgende 
Pflanzensafte zur Untersuchung: 


Pfifferlinge, Mangold-Spinat, 
gelbe Riiben, Himbeeren, 
Gurken, Stachelbeeren, 


deren Gehalt an Vitamin A auf Grund der Untersuchungen von 
Scheunert! geschatzt werden konnte. 


+ 3. 
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Die Vegetabilien wurden zerkleinert, abgepreBt und der PreBsaft in 
zwei Teile geteilt. Die eine Halfte des PreBsaftes wurde sofort '), Stunde 
lang gekocht, um vorhandene Enzyme zu zerst6ren; zur Konservierung 
wurde dann etwas Toluol hinzugesetzt. Die zweite Halfte des PreBsaftes 
wurde zur Herstellung des po-Optimums der Phytase mit n 10 Natron- 


lauge und verdiinnter Essigséure auf pu = 5,2 eingestellt und dieser Punkt 
mit Hilfe eines Acetatpuffers stabilisiert. Der so behandelte PreBsaft blieb 
24 Stunden bei 48° — dem Temperaturoptimum der Phytase im Thermo- 


staten stehen, dann wurde der Saft ebenfalls '/, Stunde lang gekocht und 
mit Toluol versetzt. Die Konzentration an Gesamt-P,O, war durch die 
Verdiinnung etwas gesunken. 

Die Saéfte wurden filtriert. Im Vorversuch wurde gepriift, in wieviel 
Kubikzentimeter Saft die Menge P,O,; vorhanden ist, die eine Bestimmung 
nach Lorenz zulaBt. Aus der geeigneten Saftmenge wurde nach Schmitz 
das anorganische und fiallbares organisches Phosphat ausgefallt, der 
Niederschlag abfiltriert, mit 2'/,°,igem Ammoniak gewaschen und im 
Saéuregemisch nach Lorenz gelést. Aus dieser Lésung wurde nach Adler 
bei 50° mit Ammoniummolybdat gefallt und das PO,-Ion nach Lorenz 
bestimmt. 


Tabelle VIII. 





Priformiertes anorganisches Priformiertes anorganisches 
Phosphat : Gesamtphosphat | Phosphat : Gesamtphosphat 
im einfachen Saft im gepufferten Saft 
oe 86,40: 100 90,80 : 100 
Gelbe Raben ..... 88,15: 100 92,71 : 100 
a ae §2,00 : 100 92,60 : 100 


Die bisher durchgefiihrten Modellversuche hatten zu gut tiberein- 
stimmenden Werten gefiihrt. Es stellten sich jedoch Schwierigkeiten 
bei der Reinigung des ersten Niederschlags mit Magnesiamixtur ein. 
In der ammoniakalischen Lésung fielen Farb- und Gallertstoffe mit aus, 
die sich durch mehrfaches Umfallen entfernen lieBen. 

Um dieser Schwierigkeit zu begegnen, wurde am Stachelbeersaft 
versucht, den Fallungsgang so zu andern, daB die erste Fillung im stark 
sauren Medium durch das Phosphatfallungsreagens nach Lorenz aus- 
gefiihrt wurde. Der so gefallte Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen und in 2'/,°,igem Ammoniak gelést. Aus dieser Lésung 
wurde nach Schmitz das PO,-lon mit Magnesiamixtur gefallt, der 
Niederschlag abfiltriert, mit 2'/,°,igem NH, gewaschen, im Saure- 
gemisch nach Lorenz gelést, nach Lorenz gefallt und bestimmt. 

Der Versuch zeigte, daB im sauren Medium die Verunreinigung 
durch organische Substanzen wesentlich geringer ist als im ammonia- 
kalischen Medium. Durch die Salpeterséure der Fallungsreagenzien 
nach Lorenz wurden auch die Farbstoffe des Pflanzensaftes zerstért. 


Dieser modifizierte Trennungsgang wurde zur Untersuchung der 
frischen Pflanzenséfte nunmehr stets weiter angewandt. 
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Untersuchung von frischen Pflanzensiften. 


Nachdem in den Modellversuchen ein fiir die von uns geplanten 
Untersuchungen gangbarer Weg zur Fallung und Bestimmung des 
PO,-Ions aus Pflanzensaften gefunden war, wurde mit der Untersuchung 
von frischen Pflanzensiften begonnen. Alle Vegetabilien, die zur 
Untersuchung kamen, wurden nach folgender Methode behandelt: 

Nach dem Abspiilen mit Wasser und Abtrocknen wurden die Pflanzen- 


teile zerkleinert und hierauf abgepreBt. Vom PrefBsaft wurden zweimal 
je 200 cem abpipettiert. Der eine Versuchsansatz wurde mit n/2 Salzséiure 


und n/2 Natronlauge auf pa = 5,2 — dem fiir die Wirkung der Phytase 
optimalen pu — eingestellt. Durch Zusatz eines Acetatpuffers wurde 


stabilisiert. Der Versuchsansatz blieb etwa 24 Stunden bei 48° im Thermo- 
staten, wurde dann !/, Stunde gekocht, filtriert und im MeBkolben auf 
250 cem aufgefiillt. 

Fiir den zweiten Versuchsansatz wurde die gleiche Menge Saft ent- 
nommen, die bei dem ersten Versuchsansatz zur Einstellung des »x-Punktes 
verbraucht worden war. Dann wurde ebenfalls '/, Stunde lang gekocht, 
filtriert und im Me8kolben auf 250 cem aufgefiillt. 


Von jedem Versuchsansatz wurden zweimal 100 bzw. 50cem ab- 
pipettiert, mit 20 com Ammoniumnitratlésung (50 °,ig) und 10 cem Salpeter- 
séure (25° ,ig) versetzt und bei 50° mit 50 ccm Molybdanfallungsreagens 
nach Lorenz gefaillt. Der Niederschlag wurde nach 24 Stunden abfiltriert, 
mit Wasser gewaschen und in 10 °,igem Ammoniak gelést und mit Magnesia- 
mixtur nach Schmitz gefallt. Diese Fallung wurde nach ebenfalls eintégigem 
Stehen abfiltriert, mit 2'/,°,igem Ammoniak gewaschen, imm Séuregemisch 
nach Lorenz gelést, nach Lorenz gefallt und gewogen. 


Tabelle IX. 


Ubersicht iiber die nach der angegebenen Methode gefundenen Werte. 





s : P20 P.O Zunahme 

FI a einfach gepu ffert | an Ps Os 
mg mg 0 
Spinat oan oe Ape Me sehr gut 26,36 38,12 40 
Himbeeren ..... ~ - 11,59 13,57 20 
Heidelbeeren ... fe a 5,57 6,00 8 
Pfifferlinge “ee ae J ae 19,61 25,78 30 
Gelbe Riiben .... gut 38,96 51,20 25 

Johannisbeeren .. . ‘ 35,67 36,49 21, 
Stachelbeeren . .. . ‘: 8,69 10,70 20 
NRA SSE Dae ae Ph 22,92 26,11 13 
Schwarze Kirschen . . ‘ 10,90 11,68 5 
ee gering 35,76 38,13 8 
eee ee sehr gering 29,91 37,94 25 
WeiBkraut ... . . | prakt. nicht vorhanden 14,64 34,97 140 
Sauerkraut ..... ‘ ‘ . 27,45 29,79 8 
Spargelképfe ... . nicht vorhanden 50,05 59,59 20 
Spargelsprosse . . . . ‘ ‘ 42.25 44,71 6 
Tomaten .. ? 6,97 8,61 20 


Kraut von gelb. Riben ? 1744 32,11 90 
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Aus der Tabelle ergibt sich, daB eine Parallelitét zwischen dem 
angenommenen Gehalt an Vitamin A und der PO,-lon-Abspaltung 
unter den optimalen Wirkungsbedingungen der Phytase nicht besteht. 


Zusammenfassung. 

1. Das PO,-lon laBt sich mit einem praktisch brauchbaren Grad 
von Genauigkeit neben Inositphosphaten (,,Phytine‘), EiweiB, Zucker, 
Glycerinphosphorsaure und deren Gemische nach der Trennungsmethode 
von Adler und der Wagung nach Lorenz bestimmen, wie entsprechende 
Modellversuche ergaben. 

2. Fir die PO,-Ionbestimmung in Pflanzensaften hat sich die 
Fallung aus saurem Medium nach Lorenz mit nachfolgender Reinigung 
durch Fallung mit Magnesiummixtur nach Schmitz und weiterer Be- 
stimmung nach Lorenz bewiahrt. 

3. Eine Parallelitat zwischen reichlichem, gutem oder fehlendem 
Vorkommen von Vitamin A- und Inositphosphataufspaltung unter 
Mitwirkung von Phytase konnte in den von uns untersuchten, im 
botanischen System weit voneinander abstehenden Pflanzengruppen 
nicht nachgewiesen werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 238. 15 











Kleinere Mitteilungen verschiedenen Inhalts. 


I. Fehlerquellen bei Zuckerbestimmungen, die auf der Reduktion von Cupri- 
salzlisungen beruhen. 


Il. Uber fehlerhafte Anwendung der Hagedorn-Jensen-Methode zur Zucker- 
bestimmung. 


III. Fehlerquellen bei Verwendung von Jodessigsiiure als girungshemmendes 
Agens. 


IV. Uber die Bestindigkeit der Glykolase. 


V. Uber die Wirksamkeit einer 19 Jahre lang aufbewahrten 
Invertase-liésung. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Fehlerquellen bei Zuckerbestimmungen, die auf der Reduktion von Cupri- 
salzlésungen beruhen. 


Friiher ist auf folgendes hingewiesen!: GréBere Mengen Amino- 
siuren bzw. Peptide oder Peptone stéren, ahnlich dem Ammoniak, 
wenn auch in schwacherem MaBe, die Analyse reduzierender Zucker- 
arten, sofern — wie es zumeist geschieht — das abgeschiedene Kupfer- 
oxydul abfiltriert und nach irgendeiner der geliufigen Methoden be- 
stimmt wird. Die Fehler, die sich geltend machen, kénnen durch 
vollige oder teilweise Entfernung der stickstoffhaltigen Materialien 
ganz oder weitgehend aufgehoben werden?. Die Stickstoffsubstanzen 
spielen eine untergeordnete Rolle, wenn man das fiir diese Fille be- 
sonders brauchbare Verfahren von Pavy-Kumagava-Suto-Kinoshita 
anwendet. Dasselbe beruht auf der Entfarbung einer ammoniak- 
haltigen Cuprisalzlésung durch reduzierende Kohlenhydrate; dabei 
bleibt das erzeugte Kupferoxydul in Lésung, und es ist einerlei, ob 
es durch Ammoniak oder organische Aminoverbindungen am Aus- 


1 C, Neuberg u. M. Ishida, diese Zeitschr. 37, 142, 1911. 

2 CO. Neuberg, Der Harn 1911, S. 328, 332, 333; C. Neuberg u. J. Kerb, 
diese Zeitschr. 40, 498, 1912; 67, 119, 1914; A.G. Hogan, Journ. biol. 
Chem. 18, 490, 1914; M.v. Grab, diese Zeitschr. 123, 82, 1921; EB. Wert- 
heimer, Pfliigers Arch. 225, 441, 1930; C. Neuberg u. E. Simon, B. 60, 
817, 1927. 
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fallen gehindert wird. Auch bei der Lehmann-Rupp-Maquenneschen 
Methode ist an sich die Gegenwart von Verbindungen ohne Belang, 
welche die Abscheidung von Kupferoxydul aufheben!; denn hier 
werden die im Uberschu8 vorhandenen Cupri-ionen jodometrisch 
erfaBt. (Natiirlich sind nur solche Beimengungen bedeutungslos, die 
kein Jod verbrauchen.) 

Seit einer Reihe von Jahren ist als Mittel zur EnteiweiBung in 
Flissigkeiten physiologischer Herkunft die Trichloressigsdure im Ge- 
brauch; dieselbe verursacht, wenn in den trichloressigsiurehaltigen 
Flissigkeiten dann Zucker nach einem der Kupferverfahren ermittelt 
wird, schwerwiegende Irrtiimer; dieses hat sich zuerst in einer von 
E. Sym* im hiesigen Institut ausgefiihrten Arbeit gezeigt und ist 
bereits kurz erwahnt. 

Die Erscheinung haben wir naher gepriift. 

Zuckerbestimmungen in_ ,,Trichloressigsiure-filtraten’ sind von 
vielen Autoren vorgenommen; sie miissen — wie sich aus dem Nach- 
stehenden ergibt — unrichtige Daten geliefert haben, welche mit Cupri- 
salzen arbeitende Methode auch immer herangezogen worden ist. 

Man kann sich zunichst davon iiberzeugen, daB eine geniigend 
Trichloressigsiure enthaltende und neutralisierte Zucker-lésung mit 
Fehlingscher Mischung tiberhaupt kein Kupferoxydul liefert. 

Welches ist nun der Mechanismus dieser eigenartigen Reaktion 
der Trichloressigsdure ? i 


Zunichst lag der Gedanke nahe, daf es sich um eine Verhinderung 
des Ausfalls von Kupferoxydul handle, etwa infolge einer Art Komplex- 
bildung mit trichloressigsaurem Salz bzw. mit seinen Zersetzungs- 
produkten, oder mit Stoffen, die aus dem Tartrat hervorgehen kénnten®. 
Trichloressigsaure ist, wie man weib, in alkalischer Lésung nicht un- 
bedingt bestaindig. Man muBte zunachst drei Zerfallsreaktionen in 
Betracht ziehen: 1. die normale Hydrolyse der Trichloressigsiure zu 
Oxalsaure, 2. ihre Spaltung in Kohlendioxyd und Chloroform und 3. die 
bei der Zersetzung von Trichloressigsiure beobachtete Entwicklung 
von Kohlenmonoxyd; das letzte kénnte mit Kupferoxydulsalzen 
Komplexe liefern. 

Da eine oxalat-haltige Fehlingsche Mischung jedoch durch Zucker- 
lésungen reduziert wird, schied eine Mitwirkung der Oxalsiure aus. 
Ein reduktionshemmender EinfluB des Chloroforms ist ebenfalls ab- 


1 ©. Neuberg u. E. Simon, B. 60, 817, 1927. 

2 E. Sym, diese Zeitschr. 233, 251, 1931. 

3 Erinnert sei an die bekannte Wirkung des Ferrocyankaliums, das die 
Abscheidung des Cu,O verhindert (H.Causse, Chem. Centralbl. 1889, I, 116; 
L. Rosenthaler, Arch. d. Pharm. 2638, 518, 1925). 
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zulehnen; denn gerade das Trichlormethan besitzt ja, wie seit langem 
feststeht, ein eigentiimliches Reduktionsvermégen gegeniiber alkalischen 
Cuprisalzlésungen, indem es Kupferoxydul zur Abscheidung bringt. 

Durch Anwendung der Lehmann-Rupp-Maquenneschen Zucker- 
titrationsmethode, bei welcher der nicht verbrauchte Teil des Cupri- 
salzes ermittelt wird, trat zutage, daB Zucker in der Trichloracetat 
enthaltenden Fehlingschen Mischung iiberhaupt keine Kupferoxydul- 
verbindung erzeugt, wenn die in der Tabelle | vermerkten Mengen- 
verhaltnisse zwischen trichloressigsaurem Salz und den verschiedenen 
Kohlenhydraten obwalten. Saimtliches urspriinglich zugesetzt gewesenes 
Cupri-salz ist als solches in der gekocht gewerenen Lésung zugegen und 
titrierbar. Es ist klar, daB unter diesen Umstanden iiberhaupt kein 
Kupferoxydul zur Abscheidung gelangen kann. 


Tabelle I. 

Die Reduktion bleibt aus in Gemischen von verschiedenen alkalischen 
Kupferlésungen mit verschiedenen Zuckerlésungen und Trichloracetat bei 
folgenden Mengenverhialtnissen : 

a) Fehling-Lésung nach Lehmann (34,639 g CuSO, + 5 H,O, 173 g Kalium- 

Natrium-tartrat und 53g NaOH in 1000 ecm). 


l. Leem m/2 Glucoselésung + 4eem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 
2. 1 ,, m/2 Fructoselésung + 4cecem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 


Fehling-Mischung 


i] 


Trichloracetat + 8ccm 
Fehling-Mischung 


3. 1 ,, m/2 Galaktoselésung + 4cem m/2 


bo 


Trichloracetat + 12 cem 
Fehling-Mischung 


4. 1 ,, m/2 Mannoselésung + 5eem m 


to 


Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 


4cem m/: 


5. 1 ,, m/2 Arabinoselésung 4 


6. 1 ,, m/2 Xyloselésung + 4ccem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 
7. 1 ,, m/4 Maltoselésung + 5ecem m/2 Trichloracetat + 8 ecm 


Fehling-Mischung 


8. 1 ,, m/4 Milchzuckerlésung + 5cem m/2 Trichloracetat + 8 cem 
Fehling-Mischung 


b) Fehling-Lésung nach Salkowski (34,635 g CuSO, + 5 H,O, 173 g Kalium- 
Natrium-tartrat und 42,5 g NaOH in 1000 ccm). 
1. Lcem m/2 Glucoselésung + 5ecem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 
2. 1 ,, m/2 Fructoselésung + 4ccm m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 


3. 1 ,, m/2 Galaktoselésung + 4ccem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 
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l ecem m/2 Mannoselésung + 6cem m/2 Trichloracetat + 12 ccm 
Fehling-Mischung 
1 ,, m/2 Arabinoselésung + 5eem m/2 Trichloracetat + 8 cem 
Fehling-Mischung 
1 ,, m/2 Xyloselésung + 4cem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 
1 ,, m/4 Maltoselésung + Seem m/2 Trichloracetat + 8 cem 
Fehling-Mischung 
1 ,, m/4 Milehzuckerlésung + 6cem m/2 Trichloracetat + 8 cem 


Fehling-Mischung 


Fehling-Lésung mit 34,635 ¢ CuSO, + 5H,O, 173g Kalium-Natrium- 
tartrat und 31 g¢ NaOH in 1000 ccm. 

leem m/2 Glucoselésung + §eem m/2 Trichloracetat + 12 ccm 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Fructoselésung + 5eem m/2 Trichloracetat + 10 ccm 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Galaktoselésung + Seem m/2 Trichloracetat + 10 ccm 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Mannoselésung + 6cem m/2 Trichloracetat + 16 cem 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Arabinoselésung + 5eem m/2 Trichloracetat + 12 cem 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Xyloselésung + 5cem m/2 Trichloracetat + 10 ccm 
{ ‘ Fehling-Mischung 

1 ,, m/4 Maltoselésung + 5eem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
|F'ehling-Mischung 

1 ,, m/4 Milchzuckerlésung + 6cem m/2 Trichloracetat + 12 ccm 
Fehling-Mischung 
Fehling-Lésung nach Bertrand (20g CuSO,+ 5H,O, 100g Kalium- 

Natrium-tartrat und 75g NaOH in 1000 cem). 

leem m/2 Glucoselésung + 4eem m/2 Trichloracetat + 8 cem 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Fructoselésung + 4cecem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Galaktoselésung + 4cecem m/2 Trichloracetat + 8 cem 
Fehling-Mischung 

1 ,, m/2 Mannoselésung + 5ceem m/2 Trichloracetat + 12 cem 


Fehling-Mischung 


1 ,, m/2 Arabinoselésung + 4cem m/2 Trichloracetat + 8 cem 
Fehling-Mischung 
1 ,, m/2 Xyloselésung + 4cem m/2 Trichloracetat + 8 ccm 
Fe hling-Mischung 
1 ,, m/4 Maltoselésung + 5cem m/2 Trichloracetat + 8 cem 
Fehling-Mischung 
1 ,, m/4 Milchzuckerlésung + 5ccm m/2 Trichloracetat + 12 cem 


Fehling-Mischung 
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e) Lésung nach Pavy-Kumagawa-Suto-Kinoshita. 

40 cem der ammoniakalischen Kupferlésung! wurden bei zwei- 
miniitigem Kochen durch 1,0ccm einer 1°,igen Glucoselésung entfarbt. 
Bei gleichzeitigem Zusatz von lcem Trichloracetatlésung, die in bezug 
auf Trichloressigséure 10°,ig war, blieb die Lésung blau. Entfarbung 
trat in Gegenwart von lcem der Trichloracetat-lésung erst nach Zugabe 
von 5,0 ccm 1°, iger Glucoselésung ein. 

Wie man sieht, hat die Alkalimenge und die Natur des Zuckers 
einen EinfluB auf die quantitativen Beziehungen. 

Da sich die Stérung durch das Trichloracetat auf jede in alkalischem 
Medium vorgenommene Reduktion von Cuprisalz zu Cu,O erstreckt, 
so kénnen auch Aminozucker, Hexose-di-phosphat, Neubergscher wie 
Robisonscher Hexose-mono-phosphorsiure-ester, selbst die schon in 
der Kalte reduzierenden Triosen und Uronséuren usw. nicht in An- 
wesenheit von trichloressigsaurem Salz nach einer der Kupfer-methoden 
quantitativ bestimmt werden. 

In der selben Tabelle sind auch die Erfahrungen mit anderen 
Kupfersalz mischungen verzeichnet. 

Als wahrscheinlich drangte sich nach allem die Erklarung auf, daB 
Kupferoxydul durch trichloressigsaure Salze zur Cupri-stufe oxydiert 
wird. 

DaB dieses wirklich der Fall ist, zeigen nachstehende Versuche. 

Man bereite auf irgendeine Weise Kupferoxydul, zum Beispiel 
durch Abscheidung aus gewéhnlicher Fehlingscher Lésung mit Trauben- 
zucker oder mit Hydroxylaminsulfat, und wasche es unter Fernhaltung 
von Luft zunaichst mit Wasser, dann mit Alkohol aus, darauf trockne 
man im Vakuum. Eine Probe dieses Kupferoxyduls wird beim Er- 
warmen mit einer alkalischen Lésung von Trichloressigsiure unter 
LuftabschluB schnell in schwarzes Kupferoxyd iibergefiihrt; lang- 
samer vollzieht sich diese Reaktion auch in der Kalte. Fiigt man dem 
System geniigend Seignette-salz hinzu und kocht, so geht alles Oxydul 
in Cuprisalz tiber, und die Fliissigkeit nimmt die typische tiefblaue 
Farbe an. In der Kalte erfolgt ebenfalls Lésung, aber die Fliissigkeit 
enthalt dann neben Cuprisalz auch Cupro-verbindungen, und die in 
der Hitze stattfindende Bildung von CO, sowie CO ist nicht zu beob- 
achten. Die Reaktion ist nicht von der Verwendung alkalischer Tartrat- 
lésungen (z. B. solchen nach E. Salkowski, K. B. Lehmann, G. Bertrand, 
G. Fontés und L. Thivolle? sowie weiteren) abhingig; denn jeder andere 
mit Cupri-ionen einen Komplex bildende Stoff anorganischer oder 
organischer Natur verhalt sich ebenso, beispielsweise Alanin, mit dem 


1 Siehe C. Neuberg, Der Harn, 8. 393. 
2 G. Fontés u. L. Thivolle, Chem. Centralbl. 1927, II, 720. 
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auch in der Kalte nur lésliche tiefblaue Cupriverbindungen entstehen. 
In alkalischen Kupferlésungen, die mit Glycerin, Mannit, Kaliumlactat, 
pyrophosphorsaurem Salz (nach Folin und McEllroy') oder Kalium- 
Carbonat-Bicarbonat (nach Ost) bereitet sind, erzeugt Zucker kein 
Kupferoxydul, sobald trichloressigsaures Salz anwesend ist. Der 
positive Ausfall der T’rommerschen Probe wird gleichfalls vereitelt, 
ebenso die Reduktion nach Pavy-Kumagawa-Suto- Kinoshita. 

Zur genaueren Verfolgung der Verhaltnisse wurden Versuche 
in der Kalte und Warme angestellt. 

In einer Serie wurden gewogene Mengen Kupferoxydul mit tri- 
chloressigsaurem Natrium und mit alkalischer Seignettesalzlésung 
in der Siedehitze, in einer zweiten Serie bei Zimmertemperatur behandelt. 
In einer dritten Serie wirkte einfach Alanin mit trichloressigsaurem 
Natrium in der Kalte auf das Kupferoxydul ein. Alle Ingredienzien 
wurden unter mdglichster Fernhaltung der Luft miteinander digeriert 
(Glasstépselflaschen bzw. Erlenmeyerkolben mit Bunsenventil). Zum 
Vergleich wurden natiirlich Kontrollversuche mit den Komplexbildnern 
und Kupferoxydul allein vorgenommen. Letztere lésen nur die Spuren 
Kupferoxyd, die dem Praparat von der Bereitung her anhaften, bzw. 
infolge Luftoxydation durch das Quantum Sauerstoff entstehen, 
das in den Glasstépselflaschen iiber der Fliissigkeit vorhanden ist. 

In den ‘Trichloracetat-versuchen steigt die Menge des in Lésung 
gehenden Cuprisalzes mit der Menge des Trichloracetats (s. Tabelle V) 
bzw. des Kupferoxyduls (s. Tabellen II, Il uh. IV), 


DaB es sich dabei um eine Oxydation handelt, geht auch daraus 
hervor, daB Chlor-ionen auftreten. Unter den gewaihlten Bedingungen 
ist trichloressigsaures Natrium allein in Beriihrung mit Alanin insofern 
bestandig, als kein Halogen ionisiert wird. Da Trichloressigsiure 
gegen alkalisches Seignettesalz nicht ganz resistent ist, hingt u.a. mit 
ihrer normalen Verseifung zu Oxalat zusammen, das in betrachtlichen 
Mengen nachgewiesen werden kann. 

Beim Alanin geht — schon in der Kalte — bei den in den 
Tabellen IV (Versuche 1 bis 3) und V (Versuche 2 und 3) ver- 
zeichneten Mengenverhaltnissen alles Kupferoxydul als Cupri-ion 
in Lésung. Die abgespaltenen Mengen Chlor scheinen nicht voll der 
zu Kupferoxydsalz gelésten Quantitat Kupferoxydul aquivalent zu 
sein, so daB verschiedene Umsetzungen — Chlorsubstitution wie Chlor- 
abgabe — erwogen werden miissen. (Vergl. 8. 232, Anm. 3.) Man kann 
vereinfachend die Annahme machen, daB sich Kupferoxydul (Cu, O) 
bei diesen Versuchen verhalt wie CuO + Cu. Letzteres nimmt Chlor 


1 O. Folin u. W.S. Mc Ellroy, Chem. Zentralbl. 1919, II, 7. 
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oder Saurereste auf, und die entstehenden Cuprisalze nebst CuO 
werden dann mit blauer Farbe komplex gelést. 


; D. Vorlander und F. W.Guthke! verdankt man eine Klarung des 
Reaktionsverlaufes bei der Einwirkung von Alkali auf Chloroform; 
bei ihnen findet man die Angabe, daB Trichloressigsiure gleich dem 
Chloroform aus Fehlingscher Lésung Kupferoxydul abscheide. Nach 
dem Gesagten trifft dieses zum mindesten fiir reine Trichloressig- 
siure nicht zu, wenn 2ccm ihrer m/2 frisch neutralisierten Lésung 
mit gewohnlicher Fehlingscher Mischung erwirmt werden. Man kann 
folgenden instruktiven Versuch anstellen: Versetzt man 2 ccm einer 
Lésung von Chloroformwasser? mit 2 cem Fehlingscher Mischung und 
0,3 bis 0,5 ccm m/2 Trichloracetatlésung, so bleibt bei direktem Er- 
hitzen und selbst bei langem Kochen im Wasserbade der starke Re- 
duktionseffekt aus, den Chloroformwasser gegen eine trichloracetatfreie 
Fehlingsche Mischung auBert. 

Welche Verbindungen aus der Trichloressigséure durch die in diesen 
Versuchen offenbarte Oxydationswirkung hervorgehen, d.h. welches ibre 
Reduktionsprodukte sind, ist von geringerem Interesse; ob, woran man 
denken kann, niedriger chlorierte Essigséure bzw. Essigséure selbst oder 
durch Zusammentritt von Essigséure-resten Substanzen der 4-Kohlen- 
stoffreihe entstehen*, bleibe dahingestellt. 

Sicher ist, daB die geschilderten Verhaltnisse bei analytischen 
MaBnahmen nicht vernachlassigt werden diirfen und daB man davon 
abrehen muB, Trichloressigsiure als EnteiweiBungsmittel fiir Fliissig- 
keiten zu verwenden, in denen Zucker oder ihre Ester oder freie Uron- 
siuren nach einer der Kupfer-methoden bestimmt werden sollen*. Ein 
nachtragliches Ausaéthern der Trichloressigsiure ist umstandlich. Die 


1 PD. Vorldnder u. F. W. Guthke, B. 62, 549, 1929. 
2 Bereitet nach E. Salkowski, Praktikum, 4. Aufl., S. 149. 


3 Etwa nach dem Schema: 
CCl,. COOH + Cu,O + H,O = CHCI,.COOH + HCI + 2CuO 
oder 
CCl,. COOH + 3Cu,0 + 3H,O =CH,.COOH + 3HCI + 6CuO 
oder 
2CCl,. COOH + 3Cu,0 + 3H,O = (CHC]. COOH), + 4HCI+ 6CuO 
oder (im Prinzip) 
2CCl,. COOH + Cu,0 = (CCI,. COOH), + CuO + CuCl, u. dgl. 
Mono- und Di-chloracetate lésen kein Cu,O, wohl aber Tribromacetate. 


4 Die reduktionsanalytischen Verfahren, die auf Verwendung alkalischer 
Mercurisalze beruhen, werden nach orientierender Priifung weniger be- 
eintrachtigt. Bei der Sacchsseschen Lésung wurden keine, bei der Knapp- 
schen Lésung deutliche Fehlbetraige beobachtet. Die nur fiir qualitative 
Zwecke benutzte Almén-Nylandersche Reaktion sowie die Loewesche 
Wismut-probe werden vereitelt. 
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Zymohexosen k6nnen in Trichloressigsiure enthaltenden Lésungen 
nicht mitteis Hefe bestimmt werden, da .V/. Rosenblatt und M. Rozenband! 
vor vielen Jahren festgestellt haben, daB Trichloressigséure gleich der 
Mono- und Di-chloressigsiure die Garung stort. 

Zu den im folgenden als Beispiele beschriebenen (juantitativen Versuchen 
diente ein durch Reduktion von Fehlingscher Mischung mit Traubenzucker 
bereitetes Kupferoxydul-prdparat in dem 1,9°,, CuQ vorhanden waren. 
0,1 g dieses Priparats entsprachen demnach 0.08865 g Cu. Das bei der 
Trichloracetat-Reaktion entstandene zweiwertige Kupfer wurde nach Zu- 
gabe von Kaliumjodid und Schwefelséure durch Titration mit 7/10 Thio- 
sulfat bestimmt. Nach vollstaéndiger Oxydation benétigten 0,1 g des 
Kupferoxydul-praparates 13,94 ccm n/10 Thiosulfatlésung. 

Fiir alle Versuche wurde eine in bezug auf Trichloressigséure 9,87 ° ,ige 
Lésung von trichloressigsaurem Natrium gebraucht. Die alkalische Seig- 
nettesalzlésung, mit der die Versuche in der Siedehitze ausgefiihrt wurden, 
enthielt im Liter 346 g Kalium-Natrium-tartrat und 106 g Natriumhydroxyd; 
die Bestimmungen in der Kaélte geschahen mit einer Mischung aus 900 com 
30°. iger Kalium-Natrium-tartrat-l6sung und 100 ccm 33°,iger Natron- 
lauge. 

Die Alanin-lésung war stets 10 °,ig. 

Da bei Versuchen mit alkalischem Seignettesalz in der Warme wie auch 
in der Kalte stets ein Teil der Trichloressigsiure unter Chloridbildung 
in Oxalséure verwandelt wurde, sahen wir fiir diese Faille von quantitativen 
Analysen des ionisierten Halogens ab. 

Ubersichtlicher liegen die Verhaltnisse in den ohne Alkalizusatz aus- 
gefiihrten Versuchen mit d, l-Alanin, das entstandene Cupri-ionen komplex 
léste. Dabei findet keine Verseifung der Trichloressigsaure statt, und die 
Menge der auftretenden Chlor-ionen ist scheinbar nur auf die Umsetzung 
mit dem Kupferoxydul zuriickzufiihren. In Versuchsgemischen mit ge- 


Tabelle 11. 





eee ee . 1 2 3 4 5 6 7 s 9 10 
gCuO....... 0,02 0,02) 0,02 0,02 0,05 0,03 0,05 0,05 0,05 0,05 
eem Trichloracetat- 

Gi ae ere 2 8 5 | — 2 4 6 8 10 | — 
ccm Wasser ..... 10 i) 7 1 12 | 10 8 6 4 2 12 
ecm alkalische Seig- 

nettesalzlésung. . . 10 | 10 | 10 |} 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 
Kochdauer in Minuten 3 2 2 8 | 35 3 2 2 2 3 


Zur Titration  ver- 

brauchte cem n/10 

Thiosulfat. . . . . 2,69 2,65/2,60 0,16 6,30 6,35 6,35 6,30 6,35 0,30 
Berechnete cem n/10 

Thiosulfat fir das 

gesamte geléste Cu § 2,79 2,79 2,79 2,79 6,97 6,97 6,97 | 6,97 6,97 6,97 
Gefundenes Cu” in % 

des gelisten Kupfers 93 95 93 — 90 91 91) 90, 91 


1 M. Rosenblatt u. M. Rozenband, Compt. rend. 149, 309, 1909. 
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Tabelle IVa. 





, Se ee ee ee ee ° 1 2 3 4 5 


Der Kupferoxydation durch Trichlor- 

essigsaure entsprechende cem n/10 

Thiosulfat. ......... . 11,738 25,58 39,23 51,49 61,60 56,65 
oom n/fl10 Cl’ .......-.. | 90 | 18,9 | 27,66 | 37,79 | 48,45 | 36,19 
% Cl’ bezogen auf Cu” (siehe Text 

BBO. 6s ate ss PRD | HOD | ROS | TES | MS (SED 


Tabelle V. 





EE a ee een 1 2 3 4 5 


Ot oe ek & oe 0,3 0.3 0,3 0,3 0,3 


ecm Trichloracetatlisung . ... . 1 3 5 — — — 
GO eS SoS a er SA" - a= — 1 3 5 
ecm Alaninldsung ....... 10 10 10 10 10 10 





Bemerkungen iiber das Verschwinden Etwas 


as gesamte 
unge- Das gesamt 


des CugQ wahrend der Versuchs- — j,,¢f6< Cu, 0 ist Nur wenig Cu, 0 gelist 
dauer von 24Std ....... + Cu3:0 quiet 


Zur Titration verbrauchte cem n 10 
Thiosulfat. .......... 2838 | 41,88) 4140) 568; 4,70! 410 


Berechnete cem n/10 Thiosulfat bei 
vollstindiger Oxydation des ange- 





wendeten Cu,O0 ....... . 41,82 41,82 41,825, ,— — 
Gefundene Cu” in °9 des gelésten 

gat ee See ee ee 99 - _ 
eem n/10 Cl’ (bestimmt in Parallel- 

versucben) ........ . .« |} 10,09 | 26,04 | 28,92 

T abelle Va}. 

CO a a ee ee ae 1 2 3 
Der Kupferoxydation durch Trichlor- 

essigsaure entsprechende cem n/10 

RG gs oak See a 17,62 36,68 37,30 
Wee ee ess oe 8s SS 8 10,09 26,04 28.92 
% Cl’ bezogen auf Cu” (siehe Text 

ate ERE ae eae §2,0 71,9 77,6 


ringem Kupfergehalt wurde ionisiertes Chlor nach Volhard titriert. Bei 
héheren Kupferkonzentrationen war dies wegen der intensiven Farbung 
nicht mdglich, so daB gravimetrische Chlorbestimmungen vorgenommen 
worden sind. 


1 Fiir Tabelle Va gilt das gleiche. das betreffs Tabelle [Va, S. 236 
angegeben ist. Fiir Tabelle Va sind die Werte der Tabelle V zugrunde 
gelegt. 
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Die Resultate der Versuche sind aus beifolgenden Tabellen zu ersehen. 
Bei den in der Hitze ausgefiihrten Versuchen mit Tartrat (Tabelle II) ist 
praktisch alles Kupferoxydul oxydiert. Die in der Kdilte digerierten Ansdtze 
enthielten nach vollkommener Auflésung des zugefiigten Cu,O sowohl einwertige 
als zweiwertige Cu-lonen (Tabelle III). Wurde Alanin, und zwar ohne 
Zusatz von Alkali, als Komplexbildner benutzt, so waren stets (siehe 
Tabelle [TV und V) nur zweiwertige Kupferionen in Lésung. Die Menge des 
ionisierten Chlors betrug 62 bis 77,6°, der Theorie, bezogen auf die 
Quantitat Cupri-ionen (siehe Tabelle IVa und Va), die bei Behandlung 
des Kupferoxyduls mit Trichloressigsdure erzeugt waren. 

Durch Abzug der in den trichloracetatfreien Vergleichsansiétzen 
(Versuche 7 bis 12 der Tabelle IV) zur Titration verbrauchten Mengen 
n/10 Thiosulfat von den zugehérigen Werten der Hauptversuche (1 bis 6 
in Tabelle TV) erhalt man die Thiosulfatzahlen, die der Oxydation von Cu’ 
zu Cu” durch die Trichloressigséure entsprechen. 

In Tabelle [Va sind diese Thiosulfatwerte und die Menge ionisierten 
Chlors in den Lésungen (siehe auch Tabelle IV) verzeichnet. Die Zahlen der 
letzten Horizontalreihe von Tabelle [Va driicken aus, wieviel ionisiertes 
Chlor im prozentualen Verhaltnis zu den mittels Trichloracetat erzeugten 
Cupri-ionen zugegen ist. 


Uber fehlerhafte Anwendung der Hagedorn-Jensen-Methode zur Zucker- 
bestimmung. 


Hagedorn-Jensen haben ihre bekannte und ausgezeichnete Methode 
zur Bestimmung von Zucker an reinen Glucoselésungen ausprobiert 
und zur Analyse des Zuckers im Blute empfohlen?. Von manchen 
Seiten ist dies Verfahren auf Fliissigkeiten angewendet, in denen neben 
freiem Zucker Verbindungen desselben, bzw. diese allein vorhanden 
waren. Das bei der Hagedorn-Jensen-Methode benutzte Kaliumferri- 
cyanid wird (in unbekanntem Verhaltnis) z. B. auch durch diejenigen 
Zucker-phosphorsdure-ester reduziert, die eine funktionell wirksame 
Carbonylgruppe enthalten. Dabei ist zu beachten, daB bei vorschrifts- 
maBig ausgefiihrter EnteiweiBung durch Zinksulfat mit weniger als der 
berechneten Menge Natronlauge Hexose-di-phosphat mehr oder minder 
vollstandig entfernt wird. Gerade mit der Gegenwart von Hexose- 
di-phosphat hat man in vielen Fallen zur rechnen. 

An die Méglichkeit eines Einflusses von Phosphor-verbindungen 
auf die Ermittlung des Blutzuckers haben G. Fontés und L. Thivolle?, 
Tonescu-Matiu und M. Vitner® sowie J. Roche* gedacht, indem sie u. a. eine 
Intervention irgendeines der verschiedenen jetzt isolierten Zucker- 
phosphorséure-ester sowie der zur Purin-gruppe gehérigen Adenylséure 
erwogen haben, die wie Harnséure reduziert. Ahnliche Uberlegungen 


1 H.C. Hagedorn u. B. N. Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
2 G. Fontés u. L. Thivolle, Bull. soc. chim. biol. 12, 264, 1930. 

3 Jonescu-Matiu u. M. Vitner, ebendaselbst, S. 626. 

4 J. Roche, ebendaselbst, S. 636. 
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hat S. P. L. Tompsett! angestellt?, der unter Leitung von Cathcart Blut- 
zuckeranalysen vorgenommen hat. 


Soweit wir sehen, ist niemals das Verhalten der einzelnen haupt- 
stichlich in Betracht kommenden Zucker-phosphorsdure-ester mit den 
reinen Substanzen selbst unter den Bedingungen gepriift, die hinsicht- 
lich der EnteiweiBung bei dem Hagedorn-Jensen-Verfahren herrschen. 
Eine Ausfiillung dieser Liicke erscheint um so mehr am Platze, als 
man lingst weifB*, dab die Methode auch zur Analyse gréBerer Mengen, 
d.h. nicht nur als eigentliche Mikromethode brauchbar ist. 


Versetzt man eine 1,0°,ige oder 0,1°,ige Lésung von hexose-di- 
phosphorsaurem Magnesium‘ mit schwefelsaurem oder essigsaurem Zink, 
so tritt in der Kalte und Warme ein weibes Prazipitat auf. Selbst eine 
0,01°%,ige Lésung gibt noch eine deutliche Triibung. Demzufolge 
fiihrt die Ubertragung der erwahnten Zuckerbestimmungsmethode 
auf Protein und Hexose-di-phosphat enthaltende Fliissigkeiten zu falschen 
Resultaten. EnteiweiBt man mit Zinkhydroxyd unter Innehaltung der 
von den danischen Autoren gegebenen Vorschrift, so wird hexose-di- 
phosphorsaures Magnesium bis zu Mengen von etwa 0,7 mg (entsprechend 
etwa 0,33 mg Hexose) in Iccm Fliissigkeit praktisch quantitativ 
gefallt. GréBere Mengen hexose-di-phosphorsaurer Salze werden nicht 
ganz vollstandig niedergeschlagen. Jedenfalls muB anwesendes Hexose- 
di-phosphat Unstimmigkeiten veranlassen, wie man sie duich Ver- 
gleich des Reduktionsvegmégens bei verschiedenen Methollen der 
EnteiweiBung konstatiert®. In Versuchen, bei denen aus irgendwelchem 
Grunde, etwa zum Studium glykolytischer Vorgiinge, Hexose-di- 
phosphat als Substrat hinzugesetzt worden ist, schwanken die Werte 
mit der Menge des zugefiigten Zink-reagenzes, je nachdem sie véllige 
oder partielle Beseitigung der Phosphor-verbindung erméglicht. 


Die beiden Hexose-mono-phosphate (Neuberg- und Robison-Ester), 
die in der Natur auftreten und auch durch biochemische Umwandlung 


1S. P. L. Tompsett, Biochem. Journ. 24, 1164, 1930. 

2 Altere Angaben iiber die komplexe Natur der reduzierenden Blut- 
bestandteile sind bei den zuletzt genannten Autoren erwiéhnt. 

3 B.v. Issekutz u. J.v. Both, diese Zeitschr. 183, 298, 1927; Ch. 8. 
Hanes, Biochem. Journ. 23, 99, 1929. 

4 Jedes andere lésliche Salz dieser Esterséure verhalt sich ebenso; 
wir wahlten die Magnesiumverbindung, da sie leicht in reinem Zustande 
zugaénglich ist. 

5 Saure Mittel der EnteiweiBung stéren bei der iiblichen Art der An- 
wendung nicht; bei der alkalischen EnteiweiBung, die A. Hinsberg u. 
D. Laszlo (diese Zeitschr. 217, 354, 1930) empfohlen haben, traten Ver- 
luste ein. 
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von Hexose-di-phosphat entstehen?, werden durch Zink-verbindungen 
nicht gefallt; das gleiche gilt fiir die Saccharose-mono-phosphor- 
siure? und die Trehalose-mono-phosphorsaiure*. Die genannten Mono- 
phosphorsaure-ester bilden lésliche Zinksalze; wenn bei regelrechter 
Ausfiihrung der Hagedorn-Jensen-Bestimmung ein Verlust an Re- 
duktionsvermégen der Hexose-mono-phosphate bemerkbar wird, 
beruht er auf Adsorption am Zinkhydroxyd oder auf ungeniigendem 
Auswaschen. 

Zur vergleichenden Bestimmung der Reduktionswerte von Hexose- 
di-phosphat vor und nach Behandlung mit Zinksalz wurden beispiels- 
weise folgende durch Verdiinnungen einer Stammfliissigkeit hergestellte 
Lésungen von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium benutzt. 


Lésung]. .... . . 0,27328%ig, 
. 0,13664 ig, 
. 0,06832 ig, 


bo 


” 


9 


4. . 0,027328 %ig, 
a . 0,013664 ig, 


» 6... . . « + 0,006832%ig, 
o BPP GR Se OE. 


Fiir jede Analyse wurde 1 ccm dieser Lésungen verwendet. 

a) Die Zugabe des Zink-reagenzes gesghah nach der Vorschrift 
von: Hagedorn-Jensen. Ein Gemisch von 5ccem 0,45°,iger Zinksulfat- 
lésung plus leem n/10 NaOH wurde mit je lcem der Versuchs- 
lésungen versetzt und nach kraftigem Schiitteln 3 Minuten im siedenden 
Wasserbade erhitzt; dann wurde durch einen kleinen Trichter filtriert 
und der Niederschlag viermal mit je 1'/,ccem Wasser nachgewaschen. 

. b) Fir die Reduktionsbestimmungen ohne Behandlung mit Zink- 
salz wurde je 1 ccm der Versuchslésungen mit 12 cem Wasser verdiinnt, 
entsprechend dem Volumen der Proben in Versuchsreihe a). 

Nach Zugabe von 2 ccm der alkalischen Ferricyanid-lésung wurde 
gemaB Vorschrift 15 Minuten im kochenden Wasserbade belassen; 
dann wurde abgekiihlt und nach Zufiigung von 3 ccm der zinksulfat- 
haltigen Kaliumjodid-lésung und 2ccm 3° iger Essigsiure mit n/200 
Natriumthiosulfat-lésung die Menge Jod titriert, die durch nicht ver- 
brauchtes Kaliumferricyanid abgeschieden war. 


1 ©, Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 450 
u. 456, 1927. 

2 Dargestellt nach C. Neuberg u. H. Pollak, ebendaselbst 28, 515, 
1909; 26, 521, 1910. 

3 Dargestellt nach R. Robison u. W. T.J. Morgan, Biochem. Journ. 
23, 1277, 1928. 
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In der folgenden Ubersicht (Tabelle VI) sind die bei der Titration 
verbrauchten ccm n/200 Thiosulfat angegeben; aufgenommen ist auch 
ein Kontrollversuch mit dem hexose-di-phosphat-freien System. 


Tabelle VI. 





Pere r es aera 2 ee 1 2 3 4 5 6 7 —— 
Verbrauchte com n/200 Thio- 0,45 1,15 1,56 1,80 1,84 1,89 1,95 1,95 
sulfat ohne Vorbehandlung 0,47 1,18 1,54 1,82 1,86 1,90 1,94 1,94 


mit Zinksalz 


1,85 1,86 1,86 


Verbrauchte cem n/200 Thio- | 1,70 1,7 A , 
1 1 85 | 1,86 | 1,86 | 1,85) 1,86 


sulfat nach Vorbehandlung | 
mit Zinksalz 


Fehlerquellen bei Verwendung von Jodessigsiure 
als giirungshemmendes Agens. 

I. Yamasaki* hat gezeigt, daB Jodessigsiure die desmolytische Zer- 
legung des Hexose-di-phosphats durch Hefe und den carboxylatischen 
Abbau der Brenztraubensdure nur in geringerem Grade behindert. 
Daraus war der SchluB zu ziehen, daB die von E. Lundsgaard® gefundene 
Aufhebung der alkoholischen Zuckerspaltung, wenigstens bei den von 
ihm und Yamasaki verwendeten Konzentrationen an Jodessigsiure, 
nicht einem Eingriff dieser Halogenfettsadure in die spaiteren Stadien des 
Kohlenhydratzerfalls zuzuschreiben ist®. Yamasaki hatte mit Trocken- 
hefe sowie mit Mazerationssaft nach v. Lebedew gearbeitet. Dabei 
wurde die Beobachtung gemacht, daB wenn die zur Unterbindung 
der Garung ausreichende Menge Monojodessigsiure (als Natriumsalz) 
mit dem Hefesaft einige Zeit in Beriihrung geblieben und erst dann 
Hexose hinzugefiigt war, die Wirkung des Jodacetats sich verminderte 
oder ausblieb. Dieser Effekt muB auf eine Verainderung des Jodacetats 
zurickgefiihrt werden, durch die es an girungshemmender Kraft einbiiBt. 
In gestandenem Hefesaft finden sich nun eine Reihe von Substanzen, die 
wohl befahigt sind, mit Monojodessigsaure zu reagieren. Insbesondere muB 
man dabei an Aminokérper denken. Diese kénnen in doppelter Weise mit 
Monojodessigsaure in Beziehung treten, einerseits durch eine Reaktion, 


1 I. Yamasaki, diese Zeitschr. 228, 123, 1930; vgl. dazu auch P. Boysen 
Jensen, ebendaselbst 236, 211, 1931. 

2 E. Lundsgaard, ebendaselbst 220, 1, 1930. 

3 Anm. bei der Korr. Vgl. hierzu die von K. Lohmann (ebendaselbst 
236, 455, 1931) jiingst an anders lautenden Auffassungen geiibte Kritik; 
siehe ferner H. K. Barrenscheen, K. Braun u. M. Dreguss, ebendaselbst 
232, 165, 1931; P. Boysen Jensen, a. a. O. 
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die der Bildung etwa von Anilido-essigsiure aus Mono-chloressigsiure 
und Anilin entspricht, sodann auch durch Anlagerung von Jodessig- 
siure an Aminogruppen, wobei Derivate von Ammoniumbasen ent- 
stehen. Da eine solche Erklarung zutrifft, ergibt sich aus folgenden 
Versuchen, in denen die Wirkung der Jodessigsiure durch gestandenen 
Hefesaft, ferner durch Anilin, Arginincarbonat und Alanin-natrium 
je nach deren Mengen und Einwirkungsdauer bei Zimmertemperatur 
bzw. bei 37° teilweise oder vollstaéndig aufgehoben wird. Dabei findet 
auch eine lonisierung von Jod statt. Da®B im Falle des Arginincarbonats 
und Alanin-natriums einfache Alkalien von derselben Hydroxylionen- 
konzentration die spezielle Leistung der Jodessigsiure nicht aufheben, 
folgt daraus, daB die Wirkung einer mit der entsprechenden Menge 
Alkalicarbonat digerierten Jodessigsiure-lésung nicht erloschen, sondern 
nur etwas abgeschwacht ist. Hinzukommt, da nach Neutralisation 
der alkalisch digeriert gewesenen Zusitze vor ihrer Zugabe zu den Gar- 
gemischen die Jodessigsiure? wieder voll wirksam wird und die hemmung- 
beseitigende Kraft des Alanins auch dann erhalten bleibt. Eine Be- 
teiligung der Aminogruppen ist somit anzunehmen. Dieses trifft um 
so eher zu, als eine Reihe von Aminokérpern, wie sie im Hefesaft vor- 
handen sind, beispielsweise die Purine, Nucleinsiuren und Nucleoside? 
und — wie wir jetzt erneut feststellen — auch das Arginin, an sich sogar 
eine girungsférdernde Rolle spielen. Ein EinfluB der Wasserstoffionen- 
konzentration kann nach dem Gesagten ausgeschaltet werden. Dahin- 
gestellt bleibe, weshalb Neutralisation den normalen Effekt alkalisch 
digerierter und dann schwacher wirksamer Jodessigsiurelésungen 
wiederherstellt, und weshalb der Gang der Kohlendioxydentwicklung in 
den mit stickstoffhaltigen Substanzen versehenen Ansitzen bei Gegen- 
wart oder Abwesenheit von Jodessigsiure manchmal nur wahrend der 
ersten 4 Stunden gleich ist. 

Die Einwirkung von jodessigsaurem Natrium allein und nach Digestion 
mit stickstoffhaltigen Substanzen wurde in Gérversuchen von der fol- 
genden Zusammensetzung gepriift: In 15 ccm 10°%iger Rohrzuckerlésung 
wurden 0,8 g frische Backerhefe gut verteilt, und zu diesem Gemisch wurden 
4cem einer Lésung von monojodessigsaurem Natrium allein oder nach 


Digestion mit bestimmten Substanzen gefiigt. Als solche wurden ver- 
wendet: Hefenmazerationssaft nach ein- bis sechstaégiger Autolyse in 
Gegenwart von Toluol bei 37°, ferner Anilin, Arginincarbonat — als solches 


1 Eventuell ware auch an Umwandlungsprodukte derselben zu 
denken; vgl. die Befunde von K. Scharrer u. G. Klaus (Arch. f. Mikrobiol. 
1, 343, 1931), die iiber die garungshemmende Wirkung von Jodat und 
Perjodat berichtet haben. 

2 ©. Neuberg, E. Reinfurth u, M. Sandberg, diese Zeitschr. 121, 215, 
1921; C. Neuberg u. M. Sandberg, ebendaselbst 125, 202, 1921; Inowye, 
Wochenschr. f. Brauerei 39, 191, 1922; C. Newberg u. M. Kobel, diese 
Zeitschr. 174, 464, 1926. 
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bzw. nach Neutralisation mit Schwefelsiure — d,1-Alanin, d, l-Alanin- 
natrium, natiirliches Tryptophan und Dioxyphenyl-alanin. Die Digestion 
dieser Stoffe mit dem Natriumsalz der Monojodessigséure erfolgte im Thermo- 
staten bei 22° oder 25° oder 37°; sie dauerte im allgemeinen 20 bis 48 Stunden. 
Die dem Géargemisch zugesetzten 4cem (siehe oben) enthielten stets 
4mg Jodessigsiure, so daBh ihre Konzentration in den Géargemischen 
1: 5000 betrug. 

Natiirlich wurden stets Kontrollversuche mit jodessigsiurefreien — sonst 
gleichen — Zusétzen ausgefiihrt. Waren die den Garversuchen zuzusetzenden 
Gemische von jodessigsaurem Natrium und N-haltiger Substanz alkalisch 
(bei Arginincarbonat und Alanin-natrium), so wurden auch Lésungen 
von derselben OH-Ionen-Konzentration (Na,CO,, NaHCO,) mit jod- 
essigsaurem Natrium behandelt und den Zucker-Hefen-gemischen zugefiigt. 

Da das jodessigsaure Salz bei Verschiebung des px nach der alkalischen 
Seite etwas in seiner Wirkung behindert ist, wurden die alkalischen Zu- 
sitze nach der Digestion vor Zugabe zu den Gargemischen mit 0,2 n- 
Schwefelséiure neutralisiert und auf das doppelte Volumen gebracht. Fiir 
diese Versuchsserie wurden dann je 11 cem 13,6°,iger Zuckerlésung mit 
0,8 g¢ obergariger Hefe und 8 ccm der erwaihnten Gemische versetzt. Als 
Substrat diente Saccharose; die Hefeninvertase wird, ebensowenig wie die 
Amylase oder andere saccharifizierende Fermente, durch Jodacetat be- 
hindert, wie sich in Bestatigung der Angaben von Lundsgaard (a.a. O.) zeigte. 

Zur Verfolgung der Gérung wurden je 10 cem der Gérgemische in 
Eudiometer eingefiillt; das bei den in den Tabellen angegebenen Tempe- 
raturen entwickelte Kohlendioxyd wurde gemessen. 

Die Zusammensetzung der einzelnen Ansiétze und der Verlauf der 
Gérung ist aus den vorstehenden Tabellen VII bis XIlIa zu ersehen. 


’ 
q 


IV. 
Uber die Bestindigkeit der Glykolase. 

Wenn Trockenhefen beim Lagern allmahlich die Fahigkeit ein- 
biiBen, Zucker zu vergiiren, so kann dieses, wie C. Newberg und A. Gott- 
schalk! dargetan haben, auf Verlust an Cozymase beruhen. Zucker 
nicht mehr zerlegende Hefen spalteten nimlich noch Brenztrauben- 
siure, im Einklange mit der Feststellung, daB die Carboxylase keines 
Coferments bedarf?. Solche Hefen-Dauer-praparate erlangten in der 
Tat nach Zugabe von Cozymase auch wieder ein Vergiirungsvermégen 
fiir Zucker. Die Apozymase war also gegen Trocknung und Lagerung 
recht widerstandsfahig. Uber die Bestandigkeit der Apozymase liegen 
weiterhin Angaben von H. v. Euler und K. Myrbdck* vor. 


1 OC. Neuberg u. A. Gottschalk, diese Zeitschr. 161, 245, 1925. 

2 C. Neuberg u. P. Rosenthal, ebendaselbst 51, 137 u. 141, 1913; 56, 
497, 1913; 61, 172, 1914; C. Neuberg, ebendaselbst 67, 9, 1914; 71. 6, 1915. 

3 H.v. Euler u. K. Myrbdck, H. 190, 99, 1930; vgl. auch K. Myrbdck, 
H. 177, 160, 1928. 
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Neue Versuche zeigten uns nun, daB die Glykolase!, das Methyl- 
glyoxal erzeugende Teilferment der komplexen Apozymase, noch 
bestandiger als die Gesamt-apozymase ist. 

Die Untersuchung 37 verschiedener, zum Teil bis 20 Jahre alter 
Hefenpraparate ergab, daB iiberall noch Glykolase vorhanden war. 

Gepriift wurden ober- und unter-girige Trockenhefen, Alkohol- 
Ather-Dauer-hefen, Aceton-Trocken-zubereitungen von Hefen sowie 
nach dem Krause-Verfahren in Pulverform iibergefiihrter Hefen- 
mazerationssaft nach v. Lebedew. Unterschiede treten nur in quanti- 
tativer Hinsicht hervor, indem bei einigen, namentlich alteren Pripa- 
raten fiir den Abbau des Hexose-di-phosphats zu Methyl-glyoxal 
gréBere Fermentmengen erforderlich waren als bei Hefen jiingerer 
Herkunft. 

Bei mehreren der alteren Hefen gelang keine Komplettierung des 
enzymatischen Gesamtsystems durch Zugabe von Cozymase (in Gestalt 
von Hefenkochsaft); danach erwies sich die Bestandigkeit der Gesamt- 
apozymase geringer als die der darin enthaltenen Glykolase. 

Das Vermégen, bei geeigneter Versuchsanordnung, Brenztrauben- 
sdure*® anzuhiufen, konstatierten wir nur bei Hefe-Trocken-praparaten 
verhaltnismaBig jungen Datums, d.h. bei nicht gréBerer Lagerzeit 
als 3 Jahren. 

Ausfiihrliche Angaben mit experimentellen Daten erscheinen dem- 
nichst im Brailsford Robertson Memorial Vo!wme of the Australian 


$ 
Journal of Experimental Biology and Medical Science. 


Vv. 

Uber die Wirksamkeit einer 19 Jahre lang aufbewahrten Invertase-lésung. 
= 

Enzyme besitzen im festen Zustande, wie vielfach beschrieben 
ist, erhebliche Bestandigkeit. Weniger weiB man iiber die Haltbarkeit 
von Fermenten in wasseriger Lésung. Wiederholt konnte dariiber be- 
richtet werden, daB eine am 3. Juni 1912 durch Verfliissigung von 
PreBhefe gewonnene Invertase-lésung im Laufe der Zeit keine Ein- 
buBe an ihrer hydrolysierenden Kraft erlitt. Nach 470tagiger*, nach 
800tagiger* sowie nach 4400tagiger® Aufbewahrung, waihrend welcher 

~~ 

1 OC. Neubergu. M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 207, 232. 1929; 
210, 466, 1929; 229, 255, 1930; Naturw. 18, 427, 1930; B. 68, 1986, 1930; 
C. Neuberg u. M. Scheuer, Sitzungsber. d. Wiener Akad. d. Wissensch. 138, 
Suppl. 1031, 1929; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 63, 3068, 1930. 

2 C. Neubergu. M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929; 219, 490, 1930; 
229, 255. 1930; Naturw. 18, 427, 1930; B. 63, 1986, 1930. 

3 CO. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 495, 1913. 

* Derselbe, ebendaselbst 71, 103, 1915. 

5 Derselbe, ebendaselbst 152, 206, 1924. 
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der in einer braunen Glasstépselflasche befindliche Autolysensaft 
den gewohnlichen Schwankungen der Laboratoriumstemperaturen 
unterworfen blieb, ist eine Wirkungsverminderung nicht festzustellen 
gewesen. 

Das gleiche zeigt sich fiir die nunmehr 19 Jahre gestandene Invertase- 
lésung. 

Beziiglich ihrer Verwendung zu der Zerlegung des Rohrzuckers 
sei auf die erwihnten Veréffentlichungen verwiesen. Es ergab sich, 
daB die spaltende Fahigkeit des Materials unverindert war. Den 
damaligen Kenntnissen entsprechend, war die Invertase-lésung nicht 
mit besonderen VorsichtsmaBregeln, z. B. nicht unter Regulierung 
der Wasserstoffionenkonzentration, bereitet. Um so bemerkenswerter 
erscheint es, daB trotz dieser Umstinde sich eine so grobe Haltbarkeit 


offenbart. 
Das Drehungsvermégen des erzeugten Invertzuckers ist unter 
den friher innegehaltenen Bedingungen jetzt zu — 4,24° im 


I-dem-Rohr gefunden, d.h. es stimmte mit den damaligen Werten 


iiberein. 
Durch Kochen wurde das Fermentmaterial unwirksam. 
Ubrigens hatte eine nach R. Willstdtter und F. Racke* vor 6 Jahren 
nach dem Verfahren der schnellen Autolyse bereitete Invertase-lésung 
ihre hydrolysierende Kraft bywahrt. 


‘1 R. Willstdtter u. &. Racke, Ann. 425, 54, 1921. 
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